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Abstract	  Genomic	  molecular	  marker	  research	  and	  linkage	  mapping	  in	  cultivated	  polyploid	  species	  of	  Rubus,	  in	  particular	  blackberry,	  has	  lagged	  behind	  diploid	  members	  of	  the	  genus	  due	  to	  the	  complex	  analyses	  required	  to	  deduce	  allele	  dosage	  among	  homologous	  and	  homeologous	  chromosomes.	  	  Traditional	  techniques	  for	  studying	  linkage	  in	  tetraploid	  species,	  including	  Rubus,	  have	  made	  use	  of	  limited	  numbers	  of	  scorable	  markers	  –	  such	  as	  expressed	  sequence	  tag	  simple	  sequence	  repeats	  (EST-­‐SSRs)	  or	  amplified	  fragment	  length	  polymorphisms	  (ALFPs)	  –	  and	  large	  mapping	  populations	  essential	  for	  the	  observation	  of	  recombination	  events	  among	  dominant	  markers.	  	  More	  recently,	  high-­‐throughput	  genomic	  sequencing	  has	  enabled	  the	  discovery	  of	  an	  abundance	  of	  co-­‐dominant,	  single	  nucleotide	  polymorphic	  (SNP)	  markers,	  at	  orders	  of	  magnitude	  greater	  than	  previous	  marker	  discovery	  methods.	  The	  purposes	  of	  this	  research	  are	  1)	  to	  derive	  a	  linkage	  map	  of	  single	  nucleotide	  polymorphisms	  (SNPs)	  in	  tetraploid	  blackberry	  (Rubus	  spp.)	  using	  the	  reduced-­‐representation,	  restriction-­‐site	  associated	  genomic	  DNA	  sequencing	  method;	  2)	  to	  discover	  quantitative	  trait	  loci	  (QTL)	  associated	  with	  traits	  of	  economic	  importance	  to	  blackberry	  breeders	  and	  producers;	  and	  3)	  to	  characterize	  the	  structure	  and	  diversity	  within	  the	  blackberry	  genome,	  especially	  through	  comparisons	  against	  its	  diploid	  cousin	  Rubus	  idaeus,	  the	  red	  raspberry.	  	  The	  techniques	  developed	  in	  the	  present	  study	  extend	  the	  utility	  of	  restriction	  site	  associated	  DNA	  sequencing	  (RAD-­‐Seq)	  to	  tetraploid	  species,	  and	  will	  be	  of	  interest	  to	  others	  working	  with	  polyploid	  species.	  This	  research	  generated	  high-­‐density	  maps	  for	  two	  blackberry	  cultivars,	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  (‘APF-­‐12’),	  consisting	  of	  2,118	  markers	  in	  29	  linkage	  groups	  spanning	  a	  total	  map	  distance	  of	  1,059.1	  cM	  and	  1,759	  markers	  in	  31	  linkage	  groups	  spanning	  1,024.6	  cM,	  respectively.	  	  The	  primocane-­‐fruiting	  locus	  F	  was	  determined	  to	  be	  heterozygous	  duplex	  in	  ‘Chester	  Thornless’,	  and	  supporting	  evidence	  for	  the	  positioning	  of	  the	  thornless	  locus	  S	  at	  one	  end	  of	  the	  fourth	  linkage	  group	  was	  uncovered.	  	  Furthermore,	  the	  within-­‐genome	  heterozygosity	  was	  determined	  to	  be	  1.915%	  for	  ‘Chester	  Thornless’	  and	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1.749%	  for	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  Double	  reduction	  was	  observed	  in	  the	  data	  to	  occur	  at	  a	  minimum	  rate	  of	  7.94%	  across	  all	  heterozygous	  loci.	  	  This	  value	  enabled	  the	  calculation	  of	  observation-­‐based	  estimates	  for	  the	  inbreeding	  coefficients	  for	  both	  cultivars:	  0.04554	  for	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  0.04235	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  at	  a	  predicted	  maximum.	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Τῷ δὲ δυναµένῳ ὑπὲρ πάντα ποιῆσαι ὑπερεκπερισσοῦ ὧν αἰτούµεθα ἢ νοοῦµεν κατὰ τὴν δύναµιν τὴν 
ἐνεργουµένην ἐν ἡµῖν, αὐτῷ ἡ δόξα ἐν τῇ ἐκκλησίᾳ καὶ ἐν Χριστῷ Ἰησοῦ εἰς πάσας τὰς γενεὰς τοῦ 
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Now	  unto	  him	  that	  is	  able	  to	  do	  exceeding	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  above	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1 Literature	  Review	  
1.1 Introduction	  Breeding	  polyploid	  crops	  with	  long	  generation	  cycles	  including	  blackberry	  (Rubus	  spp.,	  2n	  =	  4x	  =	  28)	  is	  a	  resource	  intensive	  process.	  	  To	  select	  desired	  traits	  large	  numbers	  of	  progeny	  from	  controlled	  crosses	  need	  to	  be	  field	  tested	  and	  these	  tests	  may	  run	  for	  many	  years	  before	  the	  expression	  of	  selection	  criteria	  becomes	  observable.	  	  In	  addition,	  the	  selection	  process	  itself	  is	  complicated	  in	  blackberry	  breeding	  because	  of	  their	  polyploid	  nature	  and	  the	  occurrence	  of	  meiotic	  irregularities	  such	  as	  aneuploidy,	  double	  reduction,	  and	  unreduced	  gametes.	  	  Budgetary	  concerns	  now	  restrict	  the	  funding	  available	  for	  traditional	  government-­‐sponsored	  breeding	  programs,	  so	  accurate	  genotyping	  tools	  to	  implement	  molecular	  marker	  assisted	  selection	  (MAS)	  could	  reduce	  the	  costs	  and	  time	  required	  for	  the	  development	  of	  new	  varieties	  (Collard	  et	  al.,	  2005).	  The	  objectives	  for	  this	  research	  were	  to	  increase	  our	  understanding	  of	  the	  blackberry	  genome	  and	  to	  improve	  the	  molecular	  marker	  tools	  available	  to	  blackberry	  breeders	  and	  breeders	  of	  other	  polyploid	  crops.	  The	  primary	  goal	  of	  this	  research	  was	  to	  develop	  blackberry	  genetic	  linkage	  maps	  of	  molecular	  markers	  using	  high-­‐throughput	  sequencing	  methods.	  	  The	  DNA	  would	  be	  derived	  from	  two	  robust	  and	  economically	  important	  blackberry	  cultivars	  and	  a	  population	  of	  their	  progeny.	  	  The	  obtention	  of	  linkage	  maps	  is	  the	  important	  first	  step	  towards	  the	  initiation	  of	  a	  marker-­‐assisted	  breeding	  program.	  	  They	  provide	  a	  frame	  of	  reference	  for	  the	  identification	  of	  quantitative	  trait	  loci	  (QTL),	  i.e.	  regions	  of	  a	  genome	  associated	  with	  observable,	  quantitative	  traits.	  	  They	  also	  provide	  a	  means	  to	  compare	  and	  estimate	  the	  inheritance	  of	  traits	  associated	  with	  particular	  markers	  among	  the	  progeny	  of	  a	  cross.	  	  And	  depending	  upon	  the	  type	  of	  marker	  assayed,	  the	  maps	  may	  be	  used	  to	  compare	  genome	  structure	  across	  species,	  genera,	  and	  family	  boundaries.	  A	  secondary	  goal	  was	  to	  use	  the	  molecular	  data	  collected	  to	  assess	  the	  within-­‐genome	  heterozygosity	  and	  determine	  the	  level	  of	  inbreeding	  of	  our	  blackberry	  parents.	  	  These	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values	  estimate	  allelic	  variation	  and	  provide	  a	  measure	  of	  self-­‐similarity	  of	  chromosomes	  within	  the	  genome.	  	  These	  are	  useful	  metrics	  to	  estimate	  the	  ability	  to	  make	  progress	  towards	  a	  particular	  breeding	  objective,	  and	  to	  highlight	  the	  presence	  of	  potential	  problems	  such	  as	  the	  accumulation	  of	  deleterious	  alleles.	  The	  penultimate	  goal	  of	  this	  research	  was	  to	  develop	  a	  computer	  software	  pipeline	  for	  linkage	  analysis	  of	  high-­‐throughput	  genomic	  sequencing	  of	  tetraploid	  DNA.	  	  This	  could	  provide	  a	  methodology	  for	  linkage	  analysis	  to	  breeders	  working	  with	  other	  polyploid	  species.	  	  Most	  of	  the	  software	  available	  for	  analyzing	  genomic	  DNA	  was	  developed	  for	  diploid	  individuals	  or	  populations.	  	  However,	  with	  judicious	  use	  of	  existing	  software	  and	  custom	  scripts	  written	  to	  bridge	  the	  gaps,	  it	  is	  possible	  to	  use	  the	  latest	  sequencing	  technology	  to	  analyze	  genetic	  linkage	  from	  tetraploid	  data.	  Furthermore,	  because	  a	  map	  by	  itself	  would	  be	  of	  limited	  utility,	  the	  final	  goal	  of	  this	  project	  was	  to	  collect	  phenotypic	  data	  for	  the	  express	  purpose	  of	  identifying	  QTL	  associated	  with	  specific	  traits	  of	  interest	  to	  bramble	  breeders.	  	  The	  primary	  physical	  traits	  investigated	  were	  thornlessness	  (technically	  “prickle-­‐lessness”)	  and	  primocane	  fruiting.	  	  The	  former	  is	  of	  importance	  to	  producers	  as	  thornlessness	  reduces	  the	  risk	  of	  injury	  during	  harvest	  and	  eliminates	  potential	  contamination	  of	  the	  fruit	  with	  sharp	  thorns.	  	  The	  latter	  reduces	  labor	  costs	  associated	  with	  maintaining	  a	  production	  system	  by	  permitting	  the	  complete	  removal	  of	  all	  canes	  at	  the	  end	  of	  the	  growing	  season.	  	  Little	  is	  known	  about	  these	  traits	  other	  than	  they	  are	  both	  recessive,	  and	  therefore	  difficult	  to	  fix	  into	  a	  tetraploid	  breeding	  line.	  	  Locating	  QTL	  associated	  with	  these	  traits	  will	  permit	  future	  investigation	  into	  the	  regulatory	  networks	  controlling	  thorn	  development	  and	  the	  formation	  of	  floral	  buds	  without	  the	  vernalization	  period	  required	  by	  most	  members	  of	  the	  genus.	  
1.2 Rubus	  sub.	  Rubus	  –	  The	  Blackberries	  
1.2.1 Phylogeny	  of	  the	  Rosaceae	  
Rubus	  is	  a	  diverse	  genus	  within	  the	  rose	  family	  (Rosaceae).	  	  This	  family	  includes	  edible	  tree-­‐fruit	  and	  small-­‐fruit	  bearing	  genera	  including	  Malus	  (apple),	  Pyrus	  (pear),	  Prunus	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(peach,	  apricot,	  cherry,	  plum),	  and	  Fragaria	  (strawberry),	  as	  well	  as	  many	  ornamental	  or	  landscaping	  plants	  –	  e.g.	  Amelanchier	  (serviceberry),	  Potentilla	  (cinequefoil),	  Spirea	  (bridal	  wreath)	  and,	  of	  course,	  Rosa	  (rose)	  (Figure	  1.1).	  The	  Roseace	  is	  an	  ancient	  family.	  	  Fossil	  deposits	  from	  the	  early	  Eocene	  (55	  million	  years	  ago)	  in	  western	  and	  northwestern	  North	  America	  yield	  numerous	  examples	  of	  fossilized	  leaves,	  flowers,	  fruit,	  and	  pollen	  from	  a	  diverse	  array	  of	  Rosaceous	  genera.	  	  Many	  genera	  represented	  in	  the	  fossil	  record	  are	  extant	  today,	  including	  Rubus	  (DeVore	  and	  Pigg,	  2007;	  Wehr	  and	  Hopkins,	  1994).	  Efforts	  to	  resolve	  the	  phylogenetic	  relationships	  among	  genera	  in	  the	  family	  have	  compared	  a	  variety	  of	  genetic	  and	  morphological	  characteristics.	  	  These	  include	  highly	  conserved	  nuclear	  and	  chloroplast	  DNA	  sequences	  (e.g.	  nuclear	  ribosomal	  internal	  transcribed	  spacer	  sequences,	  or	  the	  chloroplast	  trnL/F	  intron	  (Potter	  et	  al.,	  2007;	  Eriksson	  
et	  al.,	  2003)	  and	  morphological	  characters	  (e.g.	  reproductive	  organ	  morphologies,	  such	  as	  stigma	  structure	  and	  petal	  cellular	  arrangement	  (Evans,	  1999c).	  	  A	  recent	  cladistic	  analysis	  of	  64	  molecular	  and	  61	  non-­‐molecular	  markers	  places	  Rubus	  in	  the	  tribe	  Rosoideae	  and	  in	  the	  same	  clade	  as	  Rosa,	  Potentilla,	  and	  Fragaria	  (Figure	  1.1)	  (Evans,	  1999a-­‐c,	  Hummer	  and	  Janick,	  2009).	  
Rosaceae	  is	  characterized	  by	  a	  base	  haploid	  number	  of	  seven	  chromosomes	  (1n	  =	  1x	  =	  7)	  (Longhi	  et	  al.,	  2014).	  	  There	  are	  exceptions	  in	  the	  tribes	  Spireae	  (x=8),	  Amygdaleae	  (x=8),	  and	  Pyreae	  (x=17)	  (Velasco	  et	  al.,	  2010).	  	  The	  Spireae	  is	  most	  widely	  recognized	  for	  landscaping	  plants	  in	  the	  genus	  Spirea.	  	  The	  Amygdaleae	  contains	  the	  genus	  Prunus,	  the	  genus	  of	  the	  peaches,	  plums,	  and	  apricots.	  	  The	  Pyreae	  contains	  the	  tree	  fruit	  genera	  Malus	  (apple)	  and	  Pyrus	  (pear)	  (Potter	  et	  al.,	  2007).	  	  Until	  recently,	  the	  Pyreae	  was	  assumed	  to	  have	  arisen	  by	  allopolyploidization	  among	  ancient	  Amygdaleae	  and	  Spireae	  lineages.	  	  Instead,	  sequencing	  of	  the	  Malus	  ×	  domestica	  (Borkh.)	  genome	  produced	  strong	  evidence	  for	  two	  genome-­‐wide	  paleopolyploid	  events	  concomitant	  with	  chromosomal	  rearrangements	  and	  loss	  (Velasco	  et	  al.,	  2010).	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Rubus	  is	  a	  complicated	  genus	  that	  includes	  500	  to	  5000	  distinct	  species	  depending	  upon	  the	  taxonomist	  and	  the	  somewhat	  subjective	  evaluative	  criteria	  (Jennings,	  1988;	  Coyner,	  2005;	  Hummer	  and	  Janick,	  2009).	  	  Classification	  is	  complicated	  by	  hybridization	  between	  closely	  allied	  species,	  varying	  degrees	  of	  apomixis,	  subtle	  environmental	  influences	  (Graham	  and	  Woodhead,	  2009),	  and	  spontaneous	  changes	  in	  ploidy	  resulting	  in	  substantially	  different	  morphologies	  (Hull,	  1958).	  The	  haploid	  number	  for	  Rubus,	  like	  its	  relatives	  in	  the	  tribe	  Rosoideae,	  is	  seven.	  	  Ploidy	  levels	  observed	  in	  the	  genus	  range	  from	  diploid	  to	  dodecaploid,	  and	  include	  several	  occurrences	  of	  fertile	  aneuploids	  (‘Lincoln	  Berry’:	  9x	  =	  2n	  =	  63,	  and	  ‘Boysen	  43’:	  7x	  =	  2n	  =	  49)	  (Thompson,	  1995a;	  Thompson,	  1995b;	  Meng	  and	  Finn,	  2002).	  	  Most	  red	  raspberry	  cultivars	  are	  diploid.	  	  Most	  eastern	  erect	  and	  semi-­‐erect	  cultivars,	  including	  the	  cultivars	  used	  in	  this	  research,	  are	  tetraploid	  (4x	  =	  2n	  =	  28),	  while	  the	  western	  trailing	  types	  are	  frequently	  hexaploid,	  octaploid,	  or	  dodecaploid	  (Hall,	  1990).	  	  In	  a	  survey	  conducted	  by	  Fischer,	  Darrow,	  and	  Perlmutter	  of	  horticultural	  blackberries	  in	  production	  in	  1943,	  20%	  of	  the	  blackberries	  in	  production	  in	  the	  United	  States	  were	  diploid,	  2%	  were	  3x,	  40%	  were	  4x,	  20%	  6x,	  2%	  7x,	  8%	  8x,	  4%	  9x,	  and	  4%	  12x.	  	  As	  breeding	  programs	  released	  new	  cultivars	  throughout	  the	  twentieth	  century,	  this	  incredible	  range	  of	  ploidies	  dissipated.	  	  While	  a	  comparable	  survey	  has	  apparently	  not	  been	  conducted	  recently,	  by	  1997	  78%	  of	  acreage	  planted	  in	  the	  southern	  US	  was	  tetraploid	  (Moore,	  1997).	  	  In	  North	  America	  the	  two	  largest	  public	  breeding	  programs	  are	  at	  the	  University	  of	  Arkansas	  and	  the	  USDA-­‐ARS	  in	  Oregon.	  	  The	  University	  of	  Arkansas	  breeding	  program	  works	  almost	  exclusively	  with	  erect,	  eastern	  tetraploid	  varieties	  while	  the	  USDA-­‐ARS	  program	  focuses	  primarily	  on	  hexaploid	  or	  octoploid	  trailing	  types	  (Finn,	  2008).	  
1.2.2 Blackberry	  Cultivar	  Characteristics	  Blackberries	  and	  raspberries	  are	  perennial	  plants	  with	  an	  average	  productive	  lifespan	  of	  15-­‐30	  years	  (Strik,	  1993;	  Bowling,	  2000).	  	  Unlike	  other	  perennial	  shrubby	  plants,	  the	  canes	  of	  blackberries	  have	  a	  biennial	  life	  cycle.	  	  During	  the	  first	  year	  of	  cane	  development,	  new	  tissue	  is	  entirely	  vegetative;	  these	  canes	  are	  known	  as	  “primocanes”.	  	  Primocane	  growth	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arises	  yearly	  from	  either	  the	  crown	  or	  from	  the	  roots	  and	  remains	  vegetative	  until	  the	  end	  of	  the	  growing	  season.	  	  Following	  a	  period	  of	  vernalization,	  primocanes	  develop	  fruiting	  laterals	  that	  emerge	  from	  awakened	  dormant	  buds	  and	  enter	  a	  phase	  of	  reproductive	  growth.	  	  These	  flowering	  and	  fruiting	  canes	  are	  referred	  to	  as	  “floricanes”.	  	  In	  USDA	  zone	  5,	  floricanes	  flower	  in	  mid-­‐	  to	  late	  spring,	  and	  produce	  fruit	  in	  a	  1-­‐3	  week	  span	  during	  early	  to	  mid-­‐summer.	  	  Following	  fruit	  production,	  the	  floricanes	  rapidly	  senesce	  and	  die.	  	  For	  optimal	  yield	  in	  production	  environments,	  the	  spent	  floricanes	  must	  be	  manually	  removed	  to	  provide	  space	  for	  developing	  primocanes	  and	  to	  eliminate	  potential	  disease	  reservoirs.	  	  This	  lifecycle	  is	  typical	  for	  most	  wild	  blackberry	  species	  and	  of	  most	  cultivated	  blackberry	  varieties,	  with	  exceptions	  found	  in	  the	  Pacific	  Northwest	  and	  New	  Zealand	  where	  some	  species	  are	  woody	  perennials	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  Eastern	  tetraploid	  cultivars	  tend	  to	  grow	  in	  an	  erect	  or	  semi-­‐erect	  manner.	  	  Erect	  canes	  require	  little	  or	  no	  trellising,	  growing	  in	  the	  manner	  of	  a	  tall	  shrub.	  	  Trellises	  are	  used	  primarily	  to	  prevent	  cane	  breakage	  in	  windy	  environments,	  in	  regions	  where	  there	  may	  be	  a	  heavy	  accumulation	  of	  snow,	  or	  when	  the	  cultivar	  produces	  large	  volumes	  of	  fruit	  (Clark	  et	  
al.,	  2007).	  	  Semi-­‐erect	  cultivars	  develop	  long,	  arching	  canes	  which	  benefit	  from	  trellising	  and	  pruning.	  	  Here	  the	  trellis	  serves	  multiple	  purposes:	  to	  provide	  support,	  to	  provide	  increased	  aeration	  thereby	  reducing	  incidents	  of	  disease,	  to	  keep	  the	  canes	  out	  of	  the	  aisles,	  and	  to	  make	  the	  fruit	  accessible	  for	  harvest	  (Finn,	  2008;	  Bowling,	  2000).	  	  In	  an	  attempt	  to	  eliminate	  the	  need	  for	  costly	  trellising	  and	  to	  facilitate	  mechanical	  harvesting,	  breeders	  at	  the	  University	  of	  Arkansas	  have	  been	  selecting	  for	  erect-­‐growing	  phenotypes	  (Clark	  and	  Finn,	  2008).	  Blackberry	  canes	  vary	  in	  the	  degree	  and	  type	  of	  “thorniness”.	  	  Technically,	  Rubus	  “thorns”	  are	  epidermal	  appendages	  called	  “prickles”.	  	  Unlike	  true	  thorns	  that	  contain	  vascular	  tissue,	  prickles	  are	  large,	  tough	  (lignified),	  sharp,	  frequently	  recurved	  trichomes,	  lacking	  vascular	  tissue.	  	  They	  are	  epidermal	  appendages	  arising	  primarily	  from	  the	  L1	  layer	  of	  epidermal	  tissue	  (Kellogg	  et	  al.,	  2011;	  Spencer,	  2011).	  	  Due	  to	  the	  prevalence	  of	  the	  term	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“thorns”	  in	  the	  vernacular	  the	  term	  persists,	  even	  in	  the	  literature	  (e.g.	  Hall	  et	  al.,	  1986;	  Galletta	  et	  al.,	  1998a;	  Coyner	  et	  al.,	  2005).	  Physiological	  regulation	  of	  prickle	  development	  in	  blackberry	  remains	  largely	  unstudied.	  	  Norton	  and	  Skirvin	  (1997)	  classified	  prickle	  development	  in	  three	  related	  cultivars	  of	  blackberry:	  the	  thorny	  ‘Evergreen’,	  the	  thornless	  ‘Everthornless’	  developed	  by	  in	  
vitro	  culture	  of	  the	  L1	  layer	  in	  ‘Evergreen’,	  and	  an	  in	  vitro-­‐derived	  thornless	  mutant	  dwarf	  of	  ‘Evergreen’.	  	  Prickles	  on	  leaf	  petioles	  and	  midribs	  were	  counted	  and	  classified	  into	  five	  categories,	  ranging	  from	  fully	  lignified,	  hard,	  and	  recurved	  (category	  1)	  to	  mere	  bumps	  in	  the	  epidermis	  (category	  5).	  	  Significant	  differences	  were	  observed	  in	  mean	  prickle	  number	  and	  in	  prickle	  type	  among	  the	  lines	  tested.	  	  The	  authors	  hypothesized	  aborted	  prickle	  development	  was	  due	  to	  the	  activity	  of	  an	  as-­‐yet	  undiscovered	  “suppression	  factor”.	  Kellogg	  et	  al.	  (2011)	  observed	  developing	  glandular	  trichomes	  in	  a	  ‘Prime-­‐Jim’	  and	  ‘Arapaho’	  blackberry,	  ‘Heritage’	  (thorny)	  and	  ‘Canby’	  (near-­‐thornless)	  raspberry	  (Rubus	  
idaeus),	  and	  ‘Radtko’	  rose	  (Rosa	  hybrida).	  	  Prickle	  development	  in	  raspberry	  initiated	  at	  a	  globular	  cluster	  of	  cells	  at	  the	  trichome	  tip,	  then	  thickened	  and	  lignified	  downwards	  in	  a	  series	  of	  distinct	  stages.	  	  The	  tip	  cluster	  appears	  to	  initiate	  but	  not	  completely	  control	  full	  prickle	  development	  since	  it	  detaches	  from	  the	  trichome	  midway	  through	  the	  process.	  	  Similar	  prickle	  morphology	  was	  observed	  in	  Rosa,	  but	  not	  in	  blackberry.	  	  Though	  globular	  structures	  were	  observed	  on	  the	  epidermal	  surface	  of	  ‘Prime-­‐Jim’,	  and	  a	  correlation	  existed	  between	  the	  presence	  of	  glandular	  trichomes	  and	  prickles	  in	  blackberry,	  direct	  observation	  of	  the	  globular	  clusters	  influencing	  prickle	  development	  was	  not	  made.	  	  Perhaps	  two	  different	  modes	  of	  prickle	  development	  exist	  between	  the	  raspberries	  and	  the	  blackberries.	  Both	  dominant	  and	  recessive	  genes	  are	  known	  to	  inhibit	  prickle	  formation.	  	  Eastern	  tetraploid	  thornless	  varieties	  are	  homozygous	  for	  the	  recessive	  gene	  s.	  	  The	  source	  of	  this	  gene	  is	  ‘Merton	  Thornless’,	  a	  variety	  developed	  by	  the	  John	  Innes	  Centre	  in	  1941	  (2009).	  	  ‘Merton	  Thornless’	  figures	  into	  the	  ancestry	  of	  many	  modern	  thornless	  cultivars,	  such	  as	  ‘Chester	  Thornless’	  (Galletta	  et	  al.,	  1998a),	  ‘Arapaho’	  (Moore	  and	  Clark,	  1993),	  and	  ‘Triple	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Crown’	  (Galletta	  et	  al.,	  1998b),	  usually	  by	  way	  of	  the	  descendant	  of	  ‘Merton	  Thornless’,	  ‘Thornfree’.	  The	  dominant	  gene	  Sf	  bred	  into	  hexaploid	  cultivars	  of	  the	  Pacific	  Northwest	  derives	  from	  the	  cultivar	  ‘Austin	  Thornless’	  (Finn,	  2008).	  	  The	  Sf	  gene	  represses	  prickle	  expression	  only	  beyond	  the	  first	  30	  cm	  of	  cane	  development.	  	  To	  select	  for	  this	  character,	  seedlings	  must	  be	  grown	  until	  canes	  exceed	  30	  cm,	  increasing	  the	  time	  required	  to	  rogue	  thorny	  progeny.	  	  Sf	  has	  not	  been	  utilized	  as	  a	  source	  of	  thornlessness	  in	  eastern	  tetraploid	  blackberries.	  Two	  additional	  dominant	  genes	  for	  thornlessness	  are	  known	  to	  exist:	  SfTE	  from	  the	  tetraploid	  ‘Thornless	  Evergreen'	  and	  SfL	  from	  the	  tetraploid	  ‘Thornless	  Loganberry'.	  	  Both	  cultivars	  are	  periclinal	  chimeras,	  a	  “hand	  in	  glove”	  arrangement	  where	  one	  layer	  of	  epidermal	  tissue	  completely	  surrounds	  and	  modifies	  the	  behavior	  of	  additional	  epidermal	  and	  cortical	  tissues.	  	  Cells	  from	  the	  L1	  layer	  of	  epidermal	  tissue	  are	  thornless,	  enveloping	  two	  layers	  of	  tissue	  that	  may	  give	  rise	  to	  thorny	  sports.	  	  Tissue	  culturing	  of	  the	  L1	  layer	  produced	  the	  fully	  thornless,	  non-­‐chimeral	  cultivars	  ‘Everthornless'	  (McPheeters	  and	  Skirvin,	  1983;	  McPheeters	  and	  Skirvin,	  2000)	  and	  ‘Lincoln	  Logan'	  (Hall	  et	  al.,	  1986b).	  Because	  there	  are	  both	  dominant	  and	  recessive	  genes	  inhibiting	  prickle	  development,	  it	  is	  likely	  that	  these	  genes	  have	  two	  different	  modes	  of	  action	  influencing	  prickle	  formation	  in	  epidermal	  tissue.	  	  Castro	  et	  al.	  (2013)	  have	  mapped	  the	  location	  of	  the	  s	  gene	  to	  a	  region	  corresponding	  to	  raspberry	  linkage	  group	  4	  (RLG4	  –	  using	  Bushakra’s	  renumbering	  system	  for	  Rubus	  linkage	  groups	  (Bushaka	  et	  al.,	  2012)	  in	  Rubus	  ideaus.	  	  Thornlessness	  and	  glabrous	  canes	  have	  been	  identified	  in	  diploid	  Rubus	  idaeus.	  	  Gene	  H	  determines	  cane	  pubescence,	  and	  has	  been	  mapped	  by	  Graham	  et	  al.	  to	  RLG3	  (Graham	  et	  al.,	  2004).	  	  In	  homozygous	  recessive	  form,	  it	  inhibits	  prickle	  development.	  	  As	  of	  this	  writing,	  no	  comparisons	  between	  the	  thornless	  loci	  in	  raspberry	  and	  blackberry	  have	  been	  made,	  aside	  from	  the	  linkage	  mapping	  work	  published	  by	  Castro	  et	  al.	  in	  2013.	  Winter	  hardiness	  and	  fruit	  production	  are	  intimately	  related	  to	  the	  primocane	  /	  floricane	  biennial	  growth	  of	  the	  canes.	  	  While	  trailing	  varieties	  can	  be	  insulated	  beneath	  sufficient	  snow	  cover	  or	  protected	  artificially	  under	  floating	  row	  covers	  (Takeda	  et	  al.,	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2006),	  unprotected	  erect	  and	  semi-­‐erect	  canes	  frequently	  experience	  winter	  injury	  expressed	  as	  the	  death	  of	  the	  floral	  buds	  or	  complete	  cane	  death	  when	  ambient	  temperatures	  drop	  below	  -­‐20	  °C	  (Warmund	  et	  al.,	  1992).	  	  ‘Illini	  Hardy’,	  a	  thorny	  variety	  developed	  by	  Skirvin	  and	  Otterbacher	  (1993),	  is	  possibly	  the	  hardiest	  of	  the	  current	  cultivars,	  having	  survived	  -­‐30	  °C	  temperatures	  unprotected	  in	  Geneva,	  New	  York.	  	  Termination	  of	  the	  floral	  buds	  or	  premature	  primocane	  death	  eliminates	  or	  reduces	  crop	  production	  for	  traditional	  floricane-­‐flowering	  blackberry	  varieties.	  	  Winter	  injury	  is	  of	  lesser	  concern	  with	  primocane-­‐fruiting	  cultivars;	  in	  this	  case	  flowers	  and	  fruit	  emerge	  from	  actively	  growing	  primocanes	  in	  mid-­‐	  to	  late	  summer	  in	  USDA	  horticultural	  zone	  5,	  well	  after	  the	  danger	  of	  spring	  frost	  has	  passed.	  	  Therefore,	  the	  use	  of	  these	  so	  called	  “fall-­‐bearing”	  cultivars	  may	  extend	  the	  range	  of	  suitable	  growing	  conditions	  northward,	  into	  regions	  previously	  unsuitable	  for	  commercial	  production.	  	  Using	  the	  primocane-­‐fruiting	  system	  of	  red	  raspberries	  as	  a	  model,	  canes	  of	  primocane	  flowering	  blackberry	  cultivars	  could	  be	  mowed	  to	  the	  ground	  annually	  in	  the	  late	  winter	  to	  produce	  a	  single	  crop	  in	  the	  fall	  with	  little	  or	  no	  hand	  labor	  required	  for	  pruning	  (Strik	  et	  al.,	  2008).	  The	  floricane-­‐fruiting	  locus	  F	  has	  been	  mapped	  by	  Castro	  et	  al.	  (2013)	  to	  RLG7.	  	  Like	  the	  thorny	  locus	  S,	  the	  expression	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  occurs	  only	  when	  f	  is	  homozygous.	  	  J.	  R.	  Clark	  introgressed	  alleles	  for	  the	  trait	  from	  the	  diploid	  cultivar	  ‘Hillquist’	  into	  the	  breeding	  germplasm	  at	  the	  University	  of	  Arkansas	  in	  the	  1980’s	  (Ballington	  and	  Moore,	  1995).	  	  ‘Hillquist’	  was	  selected	  by	  L.	  G.	  Hillquist	  from	  the	  wild	  some	  time	  prior	  to	  1949,	  and	  was	  given	  to	  the	  USDA	  because	  of	  its	  “rudimentary	  degree”	  of	  primocane-­‐fruiting	  (USDA,	  ARS,	  National	  Genetic	  Resources	  Program,	  2014).	  	  The	  first	  commercial	  release	  of	  a	  primocane-­‐fruiting	  blackberry	  cultivar	  came	  in	  2005	  with	  the	  introduction	  of	  ‘Prime-­‐Jim’	  (‘APF-­‐12’)	  and	  ‘Prime-­‐Jan’	  (‘APF-­‐8’)	  (Clark	  et	  al.,	  2005).	  The	  primocane-­‐fruiting	  trait	  was	  studied	  extensively	  by	  Lopez-­‐Medina	  et	  al.	  in	  2000	  and	  the	  trait	  appears	  to	  be	  highly	  variable	  under	  differing	  environmental	  conditions.	  	  Selfing	  of	  the	  cultivars	  ‘A-­‐593’,	  ‘A-­‐830’,	  and	  ‘Araphao’,	  suspected	  to	  be	  duplex	  for	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  (FFff),	  produced	  segregation	  ratios	  consistent	  with	  a	  recessive	  trait	  under	  both	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random	  chromosomal	  assortment	  (RCSA)	  and	  random	  chromatid	  assortment	  (RCTA).	  	  However,	  strong	  genotype	  ×	  environmental	  interactions	  were	  detected	  for	  flowering	  time.	  	  Heat	  unit	  accumulation	  appeared	  to	  have	  the	  strongest	  effect,	  suggesting	  the	  presence	  of	  epistatic	  interactions	  among	  a	  number	  of	  modifying	  genes	  (Lopez-­‐Medina	  et	  al.,	  2000).	  	  A	  similar	  effect	  was	  observed	  by	  Fejer	  (1977)	  in	  diallel	  crosses	  of	  red	  raspberry,	  though	  Fejer’s	  data	  suggested	  non-­‐recessive	  control	  over	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  in	  his	  population.	  In	  an	  intriguing	  experiment,	  Lim	  and	  Knight	  (2000)	  successfully	  transferred	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  into	  “hybridberries”	  by	  crossing	  colchicine-­‐induced	  tetraploid,	  primocane-­‐fruiting	  red	  raspberries	  ‘Autumn	  Bliss’	  and	  ‘Autumn	  Cascade’	  with	  the	  tetraploid	  blackberries	  ‘Thornfree’	  and	  ‘Smoothstem’.	  	  Strong	  primocane-­‐fruiting	  tendencies	  were	  observed,	  though	  there	  was	  significant	  variation	  in	  the	  expression	  levels	  of	  the	  traits	  across	  the	  progeny	  of	  the	  various	  crosses.	  	  Their	  success	  in	  transferring	  the	  trait	  into	  a	  blackberry	  genetic	  background	  suggests	  that	  similar	  genetic	  mechanisms	  regulate	  pre-­‐vernalization	  floral	  bud	  development	  in	  both	  diploid	  red	  raspberry	  and	  tetraploid	  blackberry,	  and	  that	  copies	  of	  this	  recessive	  allele	  already	  exist	  in	  tetraploid	  cultivars.	  	  It	  does	  not	  appear	  that	  use	  of	  this	  technique	  would	  have	  any	  advantages	  over	  current	  methods	  for	  breeding	  primocane-­‐fruiting	  cultivars:	  many	  of	  Lim	  and	  Knight’s	  progeny	  developed	  unmarketable	  astringent	  fruit	  (Lim	  and	  Knight,	  2000).	  
1.3 Molecular	  Markers	  The	  term	  “marker”	  may	  be	  described	  in	  simple	  terms	  as	  any	  consistently	  observable	  feature	  with	  variation,	  heritable	  from	  the	  parents,	  for	  which	  segregation	  is	  observed	  in	  the	  progeny.	  	  The	  variety	  of	  markers	  available	  and	  their	  use	  in	  research	  or	  breeding	  is	  too	  numerous	  to	  thoroughly	  review	  here	  beyond	  a	  few	  diverse	  examples	  and	  those	  applicable	  to	  the	  present	  research	  that	  follow.	  	  Some	  of	  the	  types	  of	  markers	  employed	  in	  research	  over	  the	  last	  century	  include:	  sex-­‐related	  phenotypes	  in	  Drosophila	  melanogaster	  used	  to	  produce	  the	  first	  conceptual	  linkage	  map	  of	  traits	  on	  a	  sex	  chromosome	  (Sturtevant,	  1913);	  an	  isozyme	  tightly	  linked	  to	  a	  male	  fertility	  restorer	  gene	  in	  Brassica	  napus	  used	  to	  produce	  consistent	  F1	  populations	  of	  rapeseed	  (Delourme	  and	  Eber,	  1992);	  amplified	  fragment	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length	  polymorphisms	  (AFLPs)	  used	  to	  assess	  genetic	  diversity	  in	  Coffea	  arabica	  (Steiger	  et	  
al.,	  2002);	  and	  a	  combination	  of	  microsatellites,	  AFLPs	  and	  sequence-­‐specific	  amplification	  polymorphisms	  (S-­‐SAP)	  markers	  used	  to	  construct	  a	  linkage	  map	  for	  globe	  artichoke	  (Cynara	  cardunculus	  var.	  scolymus	  L.)	  (Lanteri	  et	  al.,	  2006).	  Molecular	  markers	  are	  preferred	  over	  phenotypic	  markers	  for	  breeding	  because	  the	  ability	  to	  observe	  the	  presence	  or	  absence	  of	  the	  marker	  is	  rarely	  dependent	  upon	  environmental	  expression	  (Mohan	  et	  al.,	  1997).	  	  In	  1993,	  Dudley	  surveyed	  marker	  ×	  environmental	  interactions	  and	  found	  that	  in	  general,	  few	  statistically	  significant	  interactions	  were	  observed.	  	  Of	  those	  interactions	  that	  were	  significant,	  the	  percentage	  of	  marker	  loci	  were	  generally	  low	  and	  could	  perhaps	  be	  attributed	  to:	  the	  type	  of	  marker	  studied,	  the	  function	  of	  the	  traits	  studied,	  the	  definition	  and	  identification	  of	  the	  particular	  genotype	  ×	  environmental	  interaction,	  or	  chance	  interactions	  due	  to	  small	  sample	  sizes	  or	  few	  experimental	  replications.	  	  His	  conclusion	  was	  that	  molecular	  markers	  are	  generally	  immune	  to	  environmental	  conditions.	  	  Molecular	  marker-­‐assisted	  selection	  techniques	  leverage	  this	  robust	  property	  to	  impute	  the	  presence	  or	  absence	  of	  a	  gene,	  trait,	  or	  other	  genomic	  sequence	  from	  the	  presence	  or	  absence	  of	  tightly	  linked	  markers.	  Twenty	  years	  later,	  it	  is	  now	  known	  that	  certain	  types	  of	  molecular	  markers	  may	  indeed	  be	  influenced	  by	  environmental	  conditions	  through	  epigenetic	  modifications.	  	  Methylation	  of	  cytosine	  residues	  of	  DNA	  may	  result	  from	  environmental	  pressures,	  resulting	  in	  changes	  in	  gene	  expression	  that	  may	  be	  heritable	  across	  several	  generations	  (Laird,	  2003;	  Jablonka	  and	  Raz,	  2009).	  	  While	  epigenetic	  modifications	  do	  not	  alter	  the	  underlying	  sequence	  of	  DNA,	  their	  detection	  may	  be	  hampered	  or	  eliminated.	  	  In	  particular,	  restriction	  enzymes	  used	  to	  cleave	  DNA	  may	  be	  inhibited	  by	  the	  methylation	  status	  of	  the	  target	  sequence	  (New	  England	  Biolabs,	  2014).	  	  Methylation	  may	  therefore	  cause	  the	  apparent	  loss	  of	  a	  restriction	  site	  in	  the	  DNA,	  when	  in	  fact	  no	  loss	  has	  occurred.	  	  Thus	  care	  should	  be	  taken	  when	  selecting	  markers	  or	  marker	  detection	  technologies	  to	  ensure	  consistent	  marker	  evaluation	  across	  a	  population.	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To	  be	  of	  greatest	  use	  in	  breeding	  programs,	  markers	  should	  be	  consistently	  expressed	  and	  abundant	  throughout	  the	  genome,	  highly	  informative	  about	  heterozygous	  states	  (co-­‐dominant),	  inexpensive	  and	  easy	  to	  discover	  and	  score	  (evaluate),	  and	  using	  a	  small	  sample	  size	  requiring	  a	  minimal	  amount	  of	  preparation	  (Xu,	  2010).	  	  The	  markers	  least	  subject	  to	  environmental	  conditions,	  morphological	  characters,	  and	  physiological	  conditions	  are	  DNA-­‐based	  markers.	  	  Variation	  among	  organisms	  as	  small	  as	  an	  individual	  nucleotide	  can	  be	  detected.	  	  This	  consistency	  and	  available	  resolution	  has	  made	  DNA-­‐based	  methods	  attractive	  for	  a	  wide	  range	  of	  purposes,	  and	  so	  attention	  will	  be	  directed	  to	  this	  subset	  of	  markers	  and	  their	  strengths	  and	  weaknesses	  when	  used	  within	  the	  Rosaceae	  and	  Rubus.	  
1.3.1 Molecular	  Markers	  and	  the	  Rosaceae	  A	  diverse	  selection	  of	  molecular	  marker	  systems	  and	  technologies	  has	  been	  applied	  to	  species	  in	  the	  Rosaceae.	  	  The	  major	  horticultural	  genera,	  the	  fruit-­‐bearing	  genera	  –	  Rubus,	  
Fragaria,	  Malus,	  Pyrus,	  and	  Prunus,	  and	  the	  landscaping	  genera	  Rosa	  and	  Potentilla	  –	  have	  all	  been	  investigated	  using	  molecular	  techniques.	  	  As	  of	  this	  writing,	  Fragaria,	  Malus,	  Pyrus,	  and	  
Prunus	  have	  at	  least	  one	  published	  draft	  genome	  available,	  built	  upon	  scaffolds	  assembled	  and	  ordered	  through	  the	  use	  of	  molecular	  markers	  (Velasco	  et	  al.,	  2010;	  Shulaev	  et	  al.,	  2011;	  Wu	  et	  al.,	  2013;	  Verde	  et	  al.,	  2013;	  Chagné	  et	  al.,	  2014).	  	  The	  techniques	  used	  to	  assay	  markers	  in	  the	  Rosaceae	  vary	  considerably,	  and	  trend	  with	  advancing	  technology	  and	  with	  the	  development	  of	  more	  sensitive	  methods.	  Some	  of	  the	  earliest	  DNA-­‐based	  markers	  to	  be	  developed	  were	  the	  restriction	  fragment	  length	  polymorphisms	  (RFLPs)	  identified	  through	  the	  use	  of	  Southern	  blotting	  (Southern,	  1975;	  Botstein	  et	  al.,	  1980).	  	  DNA	  is	  digested	  by	  a	  restriction	  enzyme,	  run	  through	  a	  gel,	  then	  transferred	  to	  blotter	  paper	  where	  probes	  are	  bound	  to	  the	  DNA	  for	  later	  visualization	  and	  polymorphism	  detection.	  	  Though	  the	  markers	  can	  detect	  heterozygotes	  (they	  are	  co-­‐dominant	  markers),	  the	  traditional	  process	  requires	  a	  large	  amount	  of	  DNA	  and	  labor	  to	  process	  and	  uses	  radioactive	  probes	  that	  require	  special	  handling.	  	  Fluorescent	  dyes	  have	  since	  replaced	  the	  radiolabels,	  and	  capillary	  sequence	  systems	  can	  be	  used	  to	  visualize	  the	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amplified	  fragments	  labeled	  with	  fluorescent	  probes,	  though	  at	  greater	  expense	  (Merabishvili	  et	  al.,	  2007).	  One	  of	  the	  earliest	  uses	  of	  RFLPs	  in	  the	  Rosaceae	  was	  for	  cultivar	  identification	  in	  Rosa	  
×	  hybrida	  (Hubbard	  et	  al.,	  1992).	  	  Patent	  protection	  is	  important	  for	  most	  ornamental	  hybrid	  rose	  cultivars,	  but	  claims	  of	  infringement	  are	  hard	  to	  prove	  for	  subtle	  phenotypic	  or	  morphological	  traits,	  such	  as	  fragrance	  or	  petal	  color.	  	  Hubbard	  et	  al.	  (1992)	  used	  RFLP	  markers	  to	  distinguish	  eight	  cultivars	  using	  just	  six	  probes.	  	  To	  test	  the	  applicability	  of	  their	  results,	  plants	  from	  different	  commercial	  sources	  were	  obtained	  and	  tested.	  	  The	  results	  suggested	  one	  of	  the	  acquired	  plants	  was	  not,	  in	  fact,	  the	  hybrid.	  	  The	  finding	  agreed	  with	  a	  previous	  visual	  inspection	  of	  its	  morphological	  characteristics.	  	  In	  addition	  to	  cultivar	  fingerprinting,	  RLFPs	  have	  been	  used	  to	  assess	  genetic	  diversity,	  population	  phylogenies,	  and	  species	  classification	  in	  Fragaria,	  Potentilla,	  and	  Duchesna	  (Harrison	  et	  al.,	  1997),	  Malus	  (Nybom,	  1990),	  Prunus	  (Mohanty	  et	  al.,	  2002),	  and	  Pyrus	  (Iketani	  et	  al.,	  1998).	  Randomly	  amplified	  polymorphic	  DNA	  (RAPD)	  markers	  use	  random	  sequences	  of	  DNA	  to	  create	  short	  PCR	  (polymerase	  chain	  reaction)	  primers	  for	  amplification	  of	  random	  regions	  of	  DNA.	  	  Gel	  electrophoresis	  separates	  the	  fragments	  into	  scorable,	  dominant	  bands	  (Welsh	  and	  McClelland,	  1990;	  Williams	  et	  al.,	  1990).	  	  Though	  inexpensive	  RAPD	  primers	  are	  easy	  to	  create	  and	  the	  technique	  requires	  minimal	  laboratory	  equipment,	  results	  have	  been	  found	  difficult	  to	  reproduce,	  even	  across	  carefully	  controlled	  experiments	  in	  the	  same	  laboratory.	  	  RAPDs	  still	  play	  a	  role	  in	  fingerprinting	  and	  studies	  of	  population	  structure	  where	  precise	  replication	  of	  experimental	  conditions	  is	  unnecessary	  or	  impossible	  to	  achieve	  otherwise	  (Xu,	  2010).	  Despite	  difficulties	  with	  reproducibility,	  RAPDs	  have	  been	  and	  continue	  to	  be	  used	  to	  associate	  markers	  with	  identifiable	  traits	  and	  QTL	  in	  the	  Rosaceae:	  fruit	  skin	  color	  in	  Pyrus	  (Inoue	  et	  al.,	  2006)	  and	  Malus	  (Cheng	  et	  al.,	  1996),	  disease	  resistance	  in	  Fragaria	  (Hokanson	  and	  Maas,	  2001)	  and	  Pyrus	  (Iketani	  et	  al.,	  2001),	  and	  even	  columnar	  architecture	  in	  Malus	  (Conner	  et	  al.,	  1997).	  	  	  Some	  previously	  identified	  RAPD	  primers	  have	  been	  used	  to	  identify	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additional,	  more	  reliable	  markers	  flanking	  the	  same	  regions,	  such	  as	  SSRs	  and	  SCARs	  (sequence-­‐characterized	  amplified	  regions)	  (Khan	  et	  al.,	  2007).	  Amplified	  fragment	  length	  polymorphisms	  (AFLPs)	  double-­‐digest	  DNA	  with	  two	  restriction	  enzymes	  with	  distinct	  DNA	  recognition	  sites.	  	  Primer	  adapters	  are	  ligated	  to	  the	  cut	  ends	  of	  the	  DNA	  and	  the	  sequences	  become	  enriched	  by	  PCR.	  	  Gel	  electrophoretic	  bands	  of	  the	  amplified	  DNA	  are	  scored	  as	  dominant	  markers	  (Vos	  et	  al.,	  1995).	  	  An	  abundance	  of	  bands	  may	  result	  depending	  upon	  the	  prevalence	  of	  matching	  restriction	  sites	  in	  the	  DNA.	  	  Standard	  AFLP	  markers	  cannot	  detect	  heterozygous	  conditions,	  reducing	  their	  effectiveness	  for	  linkage	  mapping	  purposes.	  AFLPs	  have	  found	  use	  in	  estimating	  genetic	  diversity	  in	  populations	  of	  Rosa	  and	  
Fragaria.	  	  Koopman,	  et	  al.,	  used	  AFLP	  markers	  to	  revise	  the	  phylogeny	  of	  Rosa.	  	  Cluster	  analysis	  of	  the	  data	  determined	  that	  there	  are	  two	  major	  groups	  of	  roses,	  a	  European	  and	  an	  Oriental	  group,	  and	  that	  many	  of	  the	  subgenera,	  sections,	  and	  subsections	  are	  overly	  broad	  and	  should	  be	  merged	  (Koopman	  et	  al.,	  2008).	  	  Degani,	  et	  al.,	  used	  AFLP	  markers	  for	  fingerprinting	  cultivars	  of	  Fragaria	  ×	  ananassa	  Duch.,	  comparing	  the	  results	  against	  RAPDs	  previously	  designed	  for	  the	  same	  task.	  	  AFLPs	  were	  found	  to	  be	  sufficient	  for	  identification	  purposes.	  	  Yet	  when	  the	  cluster	  analysis	  was	  performed	  and	  the	  coefficients	  of	  inbreeding	  and	  coancestry	  were	  evaluated	  using	  the	  AFLP	  and	  RAPD	  data,	  the	  results	  were	  substantially	  different.	  	  The	  RAPD	  marker-­‐derived	  coefficients	  correlated	  better	  than	  the	  AFLP-­‐derived	  coefficients,	  and	  the	  RAPD	  cluster	  analysis	  more	  closely	  agreed	  with	  the	  known	  pedigree.	  	  The	  authors	  propose	  that	  the	  AFLP	  markers	  are	  not	  evenly	  distributed	  across	  the	  genome,	  which	  may	  bias	  clustering	  and	  estimations	  of	  heterozygosity.	  Microsatellites,	  or	  simple	  sequence	  repeats	  (SSRs),	  are	  short	  sequences	  of	  repetitive	  DNA	  (1	  –	  6	  base	  pairs	  per	  repeat).	  	  The	  number	  of	  repeats	  may	  be	  polymorphic,	  and	  therefore	  can	  be	  treated	  as	  a	  type	  of	  co-­‐dominant	  marker	  (Tautz	  and	  Renz,	  1984).	  	  The	  SSR	  sequence	  and	  some	  flanking	  DNA	  is	  enriched	  by	  via	  PCR,	  and	  the	  results	  scored	  as	  co-­‐dominant	  markers	  via	  electrophoresis.	  	  Mining	  of	  sequence	  databases,	  particularly	  fully	  sequenced	  genomes,	  produces	  the	  largest	  cache	  of	  SSR	  types	  and	  assists	  in	  flanking	  primer	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development	  (Lewers	  et	  al.,	  2005).	  	  SSR	  markers	  require	  knowledge	  of	  flanking	  DNA	  sequences	  in	  order	  to	  design	  suitable	  primers	  for	  amplification,	  and	  unless	  automated	  using	  the	  fluorescent	  techniques	  developed	  for	  RFLPs,	  are	  laborious	  to	  produce	  small	  numbers	  of	  markers	  per	  amplification	  round.	  	  Previously	  published	  SSR	  primer	  sequences	  can	  be	  re-­‐used	  to	  avoid	  the	  development	  costs,	  enabling	  the	  use	  of	  SSRs	  for	  comparative	  purposes	  among	  small	  populations.	  	  In	  the	  Rosaceae	  SSRs	  have	  been	  utilized	  for	  genotype	  “fingerprinting”	  in	  Fragaria	  and	  Rosa	  (Esselink	  et	  al.,	  2003;	  Govan	  et	  al.,	  2008;	  Brunings	  et	  
al.,	  2010).	  	  Accurate	  cultivar	  identification	  is	  of	  great	  economic	  and	  legal	  importance	  to	  breeders	  and	  nurseries,	  to	  combat	  illegal	  propagation	  and	  to	  ensure	  delivery	  of	  appropriate	  stock	  to	  distributors	  and	  producers.	  	  SSRs	  have	  also	  been	  used	  for	  mapping	  in	  the	  Rosaceae,	  as	  described	  below.	  Single	  nucleotide	  polymorphisms	  (SNPs)	  are	  the	  most	  abundant	  marker	  type	  yet	  discovered,	  occurring	  on	  average	  once	  in	  every	  300	  base	  pairs	  in	  the	  rice	  genome	  (Shen	  et	  
al.,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  2002,	  Edwards	  et	  al.,	  2007)..	  	  There	  are	  multiple	  methods	  for	  detecting	  SNPs	  in	  DNA	  sequences:	  statistical	  estimates	  of	  SNP	  frequency	  across	  aligned	  read	  loci	  generated	  by	  high-­‐throughput	  sequencing	  methods	  (Catchen	  et	  al.,	  2011;	  Garrison	  and	  Marth,	  2012);	  “SNP	  chip”	  assays	  interrogating	  thousands	  to	  hundreds	  of	  thousands	  of	  DNA	  sequence	  fragments	  simultaneously	  (Hackett	  et	  al.,	  2013);	  or	  various	  low-­‐throughput	  hybridization	  techniques	  such	  as	  high-­‐resolution	  melting	  (Han	  et	  al.,	  2012).	  	  Given	  sufficient	  read	  depth	  at	  a	  SNP	  locus,	  an	  accurate	  genotype	  call	  can	  be	  made	  from	  the	  data	  (Van-­‐der-­‐Auwera	  et	  al.,	  2002),	  taking	  DNA	  marker	  analysis	  a	  step	  beyond	  the	  dominant/co-­‐dominant	  realm	  for	  polyploids	  where	  marker	  dosages	  affect	  expression	  and	  inheritance	  in	  more	  subtle	  ways	  than	  in	  diploids.	  
1.3.2 Molecular	  Markers	  in	  Rubus	  The	  use	  of	  molecular	  markers	  as	  part	  of	  a	  selection	  strategy	  has	  until	  recently	  had	  little	  impact	  on	  breeding	  in	  the	  Rubus.	  	  The	  Scottish	  Crops	  Research	  Institute	  (SCRI)	  has	  pioneered	  this	  field,	  adopting	  RAPD	  markers	  to	  assess	  diversity	  of	  both	  red	  and	  black	  raspberry	  species.	  	  Graham	  et	  al.	  demonstrated	  that	  principal	  coordinate	  analyses	  of	  the	  polymorphic	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RAPD	  markers	  produced	  clusters	  in	  agreement	  with	  the	  known	  heritage	  of	  each	  species	  and	  cultivar	  tested	  with	  minor	  exceptions	  (Graham	  and	  McNicol,	  1995).	  	  The	  SCRI	  has	  continued	  to	  develop	  markers	  for	  Rubus	  idaeus,	  creating	  the	  first	  linkage	  maps	  of	  amplified	  fragment	  length	  polymorphisms	  (AFLP),	  genomic	  simple	  sequence	  repeats	  (SSRs)	  and	  expressed	  sequence	  tag	  SSRs	  (EST-­‐SSRs)	  for	  mapping	  quantitative	  trait	  loci	  associated	  with	  disease	  resistance,	  flavor	  characteristics,	  cane	  suckering,	  and	  cane	  pubescence	  in	  populations	  of	  diploid	  red	  raspberry	  (Rubus	  idaeus)	  (Graham	  et	  al.,	  2004;	  Graham	  et	  al.,	  2006;	  Paterson	  et	  
al.,	  2013;	  Woodhead	  et	  al.,	  2008).	  Simple	  sequence	  repeat	  (SSR)	  markers	  and	  expressed	  sequence	  tag	  simple	  sequence	  repeat	  (EST-­‐SSR)	  markers	  have	  been	  developed	  for	  tetraploid	  blackberry.	  	  In	  2005,	  Lewers	  
et	  al.	  and	  Stafne	  et	  al.	  published	  two	  separate	  papers	  regarding	  SSRs	  derived	  from	  Fragaria	  (Lewers	  et	  al.,	  2005;	  Stafne	  et	  al.	  2005).	  	  Lewers	  used	  data-­‐mining	  techniques	  and	  genomic	  libraries	  to	  identify	  SSR	  candidates	  in	  Fragaria	  and	  tested	  these	  against	  25	  Fragaria	  and	  six	  
Rubus	  species,	  including	  four	  tetraploid	  blackberries.	  	  Polymorphisms	  were	  detected	  in	  higher	  abundance	  in	  the	  5’	  and	  3’	  untranslated	  regions	  as	  compared	  to	  coding	  regions,	  demonstrating	  the	  utility	  of	  Fragaria-­‐derived	  SSRs	  as	  markers	  in	  Rubus.	  	  Stafne	  utilized	  a	  subset	  of	  these	  markers	  to	  screen	  blackberry	  parental	  genotypes	  to	  assess	  their	  potential	  for	  use	  in	  marker-­‐assisted	  selection.	  	  Of	  the	  140	  markers	  tested,	  only	  45	  SSR	  primer	  pairs	  amplified	  DNA,	  far	  too	  few	  to	  be	  useful	  in	  marker-­‐assisted	  selection	  strategies	  given	  the	  physical	  distance	  separating	  them	  one	  from	  another.	  	  To	  increase	  the	  number	  of	  blackberry-­‐specific	  markers,	  Lewers	  used	  cDNA	  libraries	  from	  ‘Merton	  Thornless’	  to	  identify	  candidate	  EST-­‐SSRs	  (Lewers	  et	  al.,	  2008).	  	  While	  940	  SSR	  primer	  pairs	  were	  predicted	  to	  detect	  1,786	  polymorphisms,	  the	  actual	  number	  recovered	  was	  only	  202	  SSRs.	  Two	  other	  uses	  of	  molecular	  markers	  in	  blackberry	  are	  of	  particular	  interest.	  	  Stafne	  et	  
al.	  employed	  RAPD	  markers	  to	  assess	  marker	  diversity	  within	  16	  Rubus	  cultivars,	  including	  two	  red	  raspberry	  cultivars	  ‘Heritage’	  and	  ‘Dormanred’	  (Stafne	  et	  al.,	  2003).	  	  Cluster	  analysis	  revealed	  a	  moderate	  similarity	  between	  the	  computed	  dendrogram	  and	  relationships	  of	  kinship	  based	  upon	  pedigrees.	  	  In	  a	  similar	  study,	  Coyner	  et	  al.	  (Coyner	  et	  al.,	  2008)	  used	  140	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random	  primers	  to	  screen	  eleven	  blackberry	  cultivars,	  including	  four	  cultivars	  with	  different	  sources	  of	  thornlessness.	  	  Of	  particular	  interest	  was	  the	  finding	  that	  a	  single	  primer	  was	  capable	  of	  distinguishing	  ‘Thornless	  Evergreen’	  from	  ‘Evergreen’,	  two	  cultivars	  theoretically	  genetically	  identical	  except	  for	  the	  mutation	  inhibiting	  prickle	  development.	  	  Coyner	  et	  al.	  also	  found	  that	  a	  small	  number	  of	  RAPD	  primers	  (24)	  were	  able	  to	  distinguish	  all	  eleven	  of	  the	  cultivars.	  	  This	  suggests	  that	  despite	  their	  limitations,	  RAPD	  markers	  could	  be	  used	  to	  fingerprint	  cultivars	  for	  breeding	  and	  patent	  protection	  purposes.	  
1.3.3 SNPs	  and	  a	  Reduced	  Representation	  of	  the	  Blackberry	  Genome	  In	  this	  research,	  we	  have	  chosen	  to	  focus	  on	  single	  nucleotide	  polymorphisms	  (SNPs).	  	  To	  summarize:	  they	  are	  DNA	  based;	  they	  are	  not	  affected	  by	  expression	  levels	  or	  the	  physiological	  maturity	  of	  the	  plant;	  they	  exist	  in	  abundance	  throughout	  a	  genome,	  and	  can	  be	  identified	  in	  great	  abundance	  at	  low	  cost	  with	  high-­‐throughput	  genomic	  sequencing;	  and,	  given	  sufficient	  read	  depth	  at	  the	  SNP	  locus	  they	  can	  facilitate	  per-­‐locus	  genotyping	  (Baird	  et	  
al.,	  2008).	  Two	  methods	  for	  generating	  thousands	  of	  SNP	  markers	  in	  a	  short	  amount	  of	  time	  include	  high-­‐throughput	  sequencing	  of	  genomic	  DNA	  or	  cDNA	  (RNA-­‐Seq)	  and	  the	  use	  of	  SNP	  arrays	  /	  genotyping	  assays.	  	  Two	  current	  SNP	  genotyping	  assay	  systems	  are	  the	  Illumina®	  GoldenGate	  and	  Illumina®	  Inifinium	  HD.	  	  These	  systems	  assay	  thousands	  to	  hundreds	  of	  thousands	  of	  single	  nucleotide	  polymorphisms	  in	  DNA	  simultaneously	  depending	  upon	  the	  configuration	  of	  the	  SNP	  arrays	  or	  bead	  chips,	  respectively.	  	  Both	  technologies	  rely	  on	  previously	  isolated	  DNA	  sequences	  with	  verifiable	  polymorphisms	  to	  design	  appropriate	  oligonucleotide	  probes	  for	  specific	  loci	  (Illumina,	  2014a;	  Illumina	  2014b).	  	  Construction	  of	  the	  initial	  genotyping	  arrays	  or	  bead	  chips	  requires	  a	  significant	  initial	  investment	  in	  time,	  resources,	  and	  finances	  to	  ensure	  inclusion	  of	  authentic	  polymorphisms.	  	  Once	  the	  chips	  have	  been	  designed,	  fabrication	  of	  additional	  units	  reduces	  the	  overall	  cost	  and	  permits	  multiple	  large-­‐scale	  experiments	  to	  proceed.	  	  However,	  the	  initial	  investment	  of	  resources	  remains	  prohibitive	  for	  novel	  species	  such	  as	  blackberry,	  so	  we	  were	  unable	  to	  use	  this	  system.	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The	  Illumina®	  HiSeq	  2000™	  is	  a	  short	  read,	  high-­‐throughput	  sequencer	  capable	  of	  producing	  200	  gigabases	  (GB)	  of	  paired-­‐end,	  100	  base-­‐pair	  (bp)	  reads	  in	  approximately	  eight	  days	  time	  (Illumina	  2014c).	  	  While	  read	  lengths	  are	  short,	  the	  sheer	  volume	  of	  reads	  produces	  an	  abundance	  of	  informative	  data	  when	  the	  reads	  are	  aligned,	  either	  to	  a	  reference	  genome	  or	  via	  a	  de	  novo	  assembly	  process.	  	  For	  genotyping	  SNPs	  in	  blackberry,	  reads	  from	  the	  HiSeq	  2000™	  can	  be	  aligned	  to	  the	  draft	  genome	  assembly	  of	  Rubus	  idaeus.	  	  Regions	  of	  high	  read	  depth	  can	  then	  be	  genotyped	  for	  polymorphisms.	  Sufficient	  read	  depth	  is	  required	  to	  accurately	  call	  SNPs	  in	  high-­‐throughput	  sequencing	  data	  (Van	  der	  Auwera	  et	  al.,	  2002).	  	  Restriction-­‐site	  associated	  DNA	  sequence	  (RAD-­‐Seq)	  is	  a	  genome-­‐wide	  sequence	  sampling	  method	  particularly	  suited	  for	  the	  analysis	  of	  population	  structure	  and	  genetic	  linkage	  (Baird	  et	  al.,	  2008;	  Davey	  and	  Blaxter,	  2010;	  	  Davey	  et	  al.,	  2011).	  	  Instead	  of	  sequencing	  the	  entire	  genome	  of	  a	  small	  number	  of	  individuals	  at	  low	  coverage,	  RAD-­‐Seq	  selectively	  increases	  read	  depths	  at	  specific	  loci,	  facilitating	  highly	  accurate	  SNP	  and	  insertion/deletion	  (indel)	  discovery.	  	  Genomic	  DNA	  is	  digested	  at	  specific	  sites	  by	  restriction	  enzymes.	  	  Barcoded,	  sequencing	  platform-­‐ready	  adapters	  are	  ligated	  to	  the	  cut	  ends	  and	  the	  fragments	  sequenced.	  	  Because	  one	  end	  of	  the	  fragment	  is	  consistent	  due	  to	  the	  orientation	  of	  the	  cutting	  site	  and	  the	  selective	  ligation	  of	  barcoded	  adapters,	  reads	  align	  to	  one	  another	  in	  stacks	  of	  great	  depth	  at	  the	  cut	  site.	  	  The	  data	  usually	  needs	  filtering	  for	  quality	  control,	  but	  the	  result	  is	  a	  stack	  of	  data	  ready	  for	  SNP	  calling	  and	  eventual	  linkage	  mapping.	  	  We	  used	  this	  system	  exclusively	  in	  this	  research.	  
1.3.4 Processing	  Tetraploid	  RAD	  Data	  Stacks	  (Catchen	  et	  al.,	  2011)	  is	  one	  of	  the	  more	  popular	  tools	  for	  RAD-­‐Seq	  data	  analysis,	  but	  cannot	  be	  used	  with	  polyploid	  data.	  	  However,	  it	  includes	  tools	  for	  demultiplexing	  barcoded	  Illumina	  RAD	  data,	  for	  both	  single-­‐	  and	  paired-­‐end	  reads.	  	  Novoalign	  and	  other	  alignment	  tools	  like	  BWA	  (Li	  et	  al.,	  2009)	  or	  bowtie	  (Langmead	  et	  al.,	  2009)	  ignore	  ploidy	  altogether.	  	  The	  Picard	  (2013)	  tools	  were	  used	  to	  convert	  data	  from	  one	  format	  to	  another	  to	  facilitate	  processing	  among	  these	  disparate	  packages.	  
	  18	  
To	  ascertain	  genomic	  variants	  in	  polyploids	  there	  are	  currently	  two	  options:	  the	  GenomeAnalysis	  Toolkit	  (GATK)	  UnifiedGenotyper	  module	  (Van-­‐der-­‐Auwera	  et	  al.,	  2002)	  and	  Freebayes	  (Garrison	  and	  Marth,	  2012).	  	  The	  GATK	  is	  a	  robust	  toolset	  designed	  by	  the	  Broad	  Institute	  for	  the	  1000	  Genomes	  project.	  	  Its	  power	  is	  muted	  somewhat	  by	  its	  complexity	  and	  by	  assumptions	  it	  makes	  about	  the	  data,	  particularly	  in	  the	  number	  of	  transforms	  it	  applies	  to	  the	  data	  automatically	  and	  how	  it	  down-­‐samples	  the	  data	  at	  loci	  of	  high	  read	  depth	  by	  default	  for	  efficiency	  reasons	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014).	  	  Many	  of	  these	  transformations	  are	  essential	  for	  accurate	  genotype	  calling.	  	  However,	  it	  is	  wise	  to	  be	  aware	  of	  how	  it	  affects	  the	  raw	  data	  and	  make	  the	  necessary	  adjustments.	  	  Fortunately	  the	  system	  is	  extremely	  configurable.	  The	  GATK	  2.8.1	  UnifiedGenotyper	  module	  implements	  a	  Bayesian	  model	  for	  calculating	  genotype	  likelihoods	  based	  upon	  quality	  scores,	  read	  depth,	  and	  genotype	  priors.	  	  It	  is	  a	  positional	  base-­‐calling	  package,	  with	  no	  haplotype	  discovery	  capabilities:	  it	  is	  unable	  to	  deduce	  wide	  sequence	  variants	  through	  inspection	  of	  neighboring	  loci.	  Freebayes	  is	  a	  stand-­‐alone,	  haplotype-­‐based	  genotype	  variant	  caller.	  	  It	  analyzes	  sequence	  traces	  to	  discover	  short	  variations	  among	  aligned	  reads	  within	  a	  small,	  dynamic	  polymorphic	  window	  of	  bases.	  	  Like	  GATK	  it	  uses	  a	  Bayesian	  model	  to	  assess	  the	  probability	  of	  the	  observed	  sequence	  differing	  from	  the	  true	  reference	  sequence	  (Garrison	  and	  Marth,	  2012).	  	  The	  software	  estimates	  the	  probability	  of	  polymorphic	  loci	  within	  the	  sample	  window,	  and	  determines	  the	  marginal	  likelihoods	  of	  genotypes	  at	  the	  locus.	  	  Both	  the	  GATK	  and	  Freebayes	  output	  VCF	  (variant	  call	  format)	  files	  containing	  phred-­‐scaled	  confidence	  statistics	  for	  the	  genotype	  at	  each	  locus,	  leaving	  the	  decision	  to	  accept	  or	  reject	  the	  genotype	  call	  to	  the	  end	  user.	  Upon	  acquisition	  of	  genotype	  calls	  at	  each	  locus	  across	  the	  entire	  population,	  including	  the	  parents,	  it	  is	  possible	  to	  trace	  SNP	  allele	  inheritance.	  	  In	  diploid	  populations,	  this	  process	  is	  straightforward.	  	  For	  cross-­‐pollinating	  populations,	  the	  markers	  in	  the	  parents	  can	  be	  scored	  as	  heterozygous	  ×	  homozygous,	  homozygous	  ×	  heterozygous,	  and	  heterozygous	  ×	  heterozygous.	  	  In	  diploids,	  these	  segregate	  in	  the	  population	  in	  a	  1:1,	  1:1,	  and	  1:2:1	  ratio	  in	  
	  19	  
the	  population.	  	  The	  equivalent	  genotypic	  classes	  in	  tetraploids	  that	  produce	  the	  same	  segregation	  ratios	  are	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  and	  simplex	  ×	  simplex.	  	  These	  will	  be	  abbreviated	  as	  s×n,	  n×s,	  and	  s×s,	  respectively,	  for	  convenience	  in	  the	  discussions	  that	  follow.	  	  (Complex	  biallelic	  crosses	  like	  duplex	  ×	  duplex	  may	  produce	  five	  different	  genotypes	  in	  a	  1:8:18:8:1	  ratio.	  	  Except	  for	  TetraploidMap,	  at	  the	  time	  of	  this	  writing	  no	  other	  linkage	  mapping	  packages	  can	  deal	  with	  segregation	  ratios	  that	  deviate	  from	  those	  observed	  in	  diploids.)	  	  A	  simple	  chi-­‐square	  test	  should	  be	  sufficient	  to	  test	  for	  segregation	  distortion	  in	  the	  observed	  progeny	  (Hackett	  and	  Luo,	  2003).	  	  If	  segregation	  distortion	  is	  within	  acceptable	  limits,	  the	  markers	  are	  ready	  for	  linkage	  mapping.	  
1.4 Linkage	  Mapping	  
1.4.1 Linkage	  Mapping	  Definitions	  Linkage	  mapping	  was	  first	  proposed	  and	  demonstrated	  by	  Sturtevant	  in	  1913,	  when	  he	  produced	  a	  linkage	  map	  for	  six	  phenotypic	  traits	  on	  a	  Drosophila	  melanogaster	  sex	  chromosome	  (Sturtevant,	  1913).	  	  Two	  years	  prior,	  Morgan	  had	  defined	  the	  conceptual	  framework	  for	  genes	  existing	  as	  “physical	  factors”	  in	  linear	  sequence	  upon	  a	  chromosome	  (Morgan,	  1911).	  	  Building	  upon	  this	  model,	  Sturtevant	  noted	  that	  inheritance	  of	  certain	  mutations	  in	  D.	  melanogaster	  did	  not	  correspond	  with	  expected	  Mendelian	  segregation	  ratios.	  	  He	  proposed	  that	  a	  physical	  swap	  of	  alleles	  occurs	  between	  chromosomes,	  resulting	  in	  the	  exchange	  of	  alleles	  between	  mutated	  and	  normal	  chromosomes.	  	  He	  further	  suggested	  that	  the	  rate	  of	  exchange	  between	  these	  chromosomes	  could	  be	  used	  to	  estimate	  the	  distance	  between	  the	  alleles,	  since	  the	  mechanism	  controlling	  this	  event	  would	  be	  more	  likely	  to	  occur	  between	  distant	  alleles	  than	  closely	  spaced	  alleles.	  	  The	  basic	  methods	  developed	  by	  Sturtevant	  for	  mapping	  markers	  into	  linkage	  groups	  have	  changed	  little	  in	  the	  years	  since	  he	  published	  his	  findings,	  though	  more	  robust	  statistical	  methods	  have	  been	  applied	  to	  identify	  groupings	  and	  marker	  orderings	  (Van-­‐Ooigen	  and	  Jansen,	  2013).	  As	  defined	  by	  Sturtevant	  and	  Morgan	  (Sturtevant,	  1913),	  linkage	  measures	  the	  absence	  of	  independent	  assortment	  during	  meiosis	  by	  observing	  the	  degree	  with	  which	  markers	  co-­‐
	  20	  
segregate	  in	  a	  population	  of	  known	  structure.	  	  It	  is	  a	  probability	  estimate	  of	  the	  likelihood	  of	  a	  crossing-­‐over	  event	  occurring	  between	  two	  genomic	  loci	  during	  meiosis	  (Weising	  et	  al.,	  2005).	  	  Distances	  between	  markers	  are	  measured	  in	  centiMorgans	  (cM,	  or	  “map	  units”)	  corresponding	  to	  these	  estimates,	  and	  are	  equivalent	  to	  the	  percentage	  of	  cross-­‐overs	  expected	  between	  two	  adjacent	  markers	  (Sturtevant,	  1913).	  	  The	  further	  apart	  the	  markers	  are	  from	  one	  another,	  the	  more	  likely	  they	  will	  become	  separated	  by	  recombination.	  	  Distances	  in	  map	  units	  rarely	  coincide	  with	  physical	  distances	  measured	  in	  nucelotides	  due	  to	  the	  imprecision	  with	  which	  recombination	  events	  can	  be	  detected	  and	  observed,	  and	  to	  the	  presence	  of	  non-­‐random	  effects	  influencing	  recombination,	  such	  as	  interference,	  recombination	  “hot	  spots”,	  and	  segregation	  distortion	  due	  to	  preferential	  pairing	  of	  chromatids	  during	  gamete	  formation.	  A	  cluster	  of	  related,	  sequential	  markers	  is	  referred	  to	  as	  a	  “linkage	  group”	  (Van-­‐Ooigen	  and	  Jansen,	  2013).	  	  Depending	  upon	  the	  accuracy	  and	  abundance	  of	  marker	  data,	  the	  linkage	  group	  may	  be	  organized	  into	  a	  map	  that	  spans	  an	  entire,	  physical	  chromosome	  or	  simply	  a	  portion	  of	  a	  chromosome.	  	  Ideally,	  the	  number	  of	  linkage	  groups	  discovered	  will	  equal	  the	  number	  of	  haploid	  chromosomes	  present	  in	  the	  organism,	  multiplied	  by	  the	  ploidy.	  	  Typically	  the	  number	  of	  markers	  and	  observed	  recombination	  events	  is	  too	  low	  for	  this	  to	  happen,	  and	  the	  number	  of	  complete	  linkage	  groups	  rarely	  matches	  even	  the	  haploid	  number	  of	  chromosomes.	  	  Instead,	  the	  occurrence	  of	  numerous	  fragmentary	  linkage	  groups	  is	  commonly	  observed.	  	  With	  further	  map	  refinement	  through	  increased	  marker	  density	  or	  an	  increased	  population	  size,	  fragmentary	  linkage	  groups	  coalesce	  into	  maps	  representing	  each	  chromosome.	  
1.4.2 Linkage	  Mapping	  Algorithms	  All	  linkage	  mapping	  algorithms	  follow	  the	  same	  general	  methodology.	  	  Markers	  are	  grouped	  based	  upon	  measures	  of	  recombination	  frequency	  and	  independence	  of	  assortment.	  	  The	  markers	  within	  each	  group	  are	  then	  organized	  into	  the	  most	  probable	  ordering	  that	  minimizes	  deviations	  from	  observed	  recombination	  events.	  	  Then	  the	  distances	  between	  the	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markers	  are	  determined	  using	  the	  observed	  recombination	  frequencies	  to	  arrive	  at	  the	  final	  map	  (Van	  Ooijen	  and	  Jansen,	  2013).	  The	  initial	  grouping	  is	  often	  preceded	  by	  a	  chi-­‐square	  test	  of	  segregation	  distortion	  (Stam,	  1993;	  Hackett	  et	  al.,	  2007b).	  	  This	  test	  is	  applied	  to	  each	  of	  the	  marker	  loci	  in	  turn,	  assessing	  the	  distribution	  of	  genotypes	  across	  the	  population	  given	  the	  genotypic	  configuration	  of	  the	  parents.	  	  Segregation	  distortion	  may	  result	  from	  the	  presence	  of	  lethal	  combinations	  of	  alleles	  at	  that	  locus,	  or	  may	  be	  the	  result	  of	  inbreeding	  depression.	  	  Lethal	  alleles	  may	  cause	  male	  pollen	  infertility,	  abortion	  of	  pollen	  tube	  formation,	  failure	  of	  triploid	  endosperm	  development,	  or	  failure	  of	  an	  egg	  and	  sperm	  to	  form	  a	  viable	  zygote	  (Koltunow	  et	  
al.,	  1998;	  Taylor	  and	  Ingvarsson,	  2003).	  	  With	  inbreeding	  depression,	  the	  embryo	  may	  be	  viable	  but	  weak,	  resulting	  in	  sickly	  plants	  that	  barely	  survive	  germination	  (Rikkerink	  et	  al.,	  2007).	  	  The	  effect	  of	  these	  conditions	  on	  segregation	  in	  the	  population	  can	  be	  measured	  by	  calculating	  the	  divergence	  of	  the	  abundance	  of	  each	  observed	  genotype	  from	  the	  expected	  abundance,	  using	  the	  null	  hypothesis	  that	  there	  is	  no	  difference	  in	  the	  observed	  outcome	  from	  the	  expected.	  	  Rejected	  loci	  are	  flagged	  for	  removal	  from	  the	  data	  set	  since	  their	  presence	  causes	  distortions	  in	  the	  grouping	  and	  marker	  ordering	  phases	  of	  mapping	  (Van	  Ooijen	  and	  Jansen,	  2013).	  The	  grouping	  statistic	  used	  varies	  by	  software	  package.	  	  The	  essential	  test	  for	  determining	  marker	  inclusion	  within	  a	  group	  is	  whether	  or	  not	  the	  two	  segregate	  independently	  from	  one	  another	  (have	  a	  recombination	  frequency	  of	  0.5).	  	  It	  is	  not	  necessary	  to	  test	  every	  combination	  to	  create	  the	  groups	  since	  a	  transitive	  property	  holds	  among	  them:	  if	  a	  does	  not	  segregate	  independently	  of	  b,	  and	  b	  is	  not	  independent	  of	  c,	  then	  all	  three	  are	  in	  the	  same	  group	  .	  	  The	  test	  for	  independence	  is	  usually	  a	  Pearson	  χ2	  statistic,	  the	  likelihood	  ratio	  G2	  statistic,	  or	  the	  deviance	  statistic	  D	  that	  computes	  the	  difference	  between	  the	  likelihood	  of	  dependent	  segregation	  and	  independent	  segregation.	  	  The	  results	  are	  reported	  as	  LOD	  scores	  –	  the	  log-­‐scaled	  likelihood	  of	  odds	  that	  the	  test	  for	  linkage	  is	  greater	  than	  the	  test	  for	  independence	  (Van	  Ooijen	  and	  Jansen,	  2013).	  	  Marker	  phasing,	  the	  determination	  of	  whether	  or	  not	  two	  markers	  are	  on	  the	  same	  chromosome	  (coupling	  phase)	  or	  are	  on	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opposing	  chromosomes	  (repulsion	  phase),	  may	  be	  calculated	  at	  the	  grouping	  stage	  as	  well	  (Stam,	  1993).	  	  Autopolyploids	  present	  greater	  challenges	  to	  marker	  phasing	  since	  there	  are	  multiple	  homologous	  chromosomes	  from	  which	  the	  marker	  could	  have	  originated	  (Hackett	  
et	  al.,	  2007a).	  	  Marker	  ordering	  algorithms	  seek	  to	  solve	  efficiently	  a	  type	  of	  problem	  for	  which	  no	  known	  efficient	  solution	  exists:	  the	  travelling	  salesman	  problem.	  	  Put	  succinctly,	  a	  salesman	  must	  visit	  each	  city	  on	  a	  list	  once	  and	  only	  once,	  but	  must	  do	  so	  using	  the	  shortest	  possible	  route	  (Kruskal,	  1956).	  	  Mathematically	  the	  problem	  is	  to	  find	  the	  most	  efficient	  Hamiltonian	  circuit	  through	  n	  points	  in	  a	  graph,	  a	  problem	  known	  to	  be	  NP-­‐hard	  (no	  generalized	  solution	  exists,	  and	  confirmation	  of	  the	  shortest	  route	  requires	  an	  exhaustive	  search	  of	  approximately	  n!	  paths)	  (Lawler	  et	  al.,	  1995).	  	  The	  problem	  with	  ordering	  markers	  has	  many	  similarities	  to	  this	  classic	  graph	  theory	  conundrum:	  there	  exists	  one	  marker	  ordering	  that	  minimizes	  the	  recombination	  distances	  among	  each	  pair	  of	  markers.	  	  Marker	  ordering	  in	  eukaryotes	  is	  slightly	  simpler	  than	  the	  salesman’s	  dilemma	  in	  that	  the	  path	  is	  open-­‐ended:	  the	  optimal	  path	  that	  minimizes	  distances	  among	  markers	  does	  not	  loop	  back	  upon	  itself.	  	  Fortunately,	  an	  optimal	  solution	  is	  not	  required,	  or	  even	  sensible,	  since	  errors	  in	  measurement	  and	  biological	  variance	  in	  the	  occurrence	  of	  recombination	  events	  affect	  measured	  recombination	  frequencies	  and	  consequently	  map	  distances.	  	  Instead,	  modern	  algorithms	  attempt	  to	  find	  an	  ordering	  given	  a	  set	  of	  markers	  that	  is	  better	  than	  the	  majority	  of	  the	  others.	  Once	  the	  order	  of	  markers	  is	  established,	  calculation	  of	  the	  distances	  separating	  pairs	  of	  markers	  is	  a	  straightforward	  estimation	  of	  recombination	  frequency	  using	  Haldane’s	  mapping	  function	  (Haldane,	  1919):	  𝑥 = −0.50 ∙ 𝑙𝑛 1 − 2𝑟 	  or	  Kosambi’s	  mapping	  function	  (Kosambi,	  1943):	  
𝑥 = 0.25 ∙ 𝑙𝑛 1 + 2𝑟1 − 2𝑟 	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where	  r	  represents	  the	  estimation	  of	  the	  recombination	  fraction	  and	  x	  is	  the	  estimated	  map	  distance	  between	  two	  markers.	  	  Haldane’s	  method	  assumes	  a	  Poisson	  distribution:	  random	  crossovers	  without	  interference.	  	  Kosambi’s	  mapping	  function	  accounts	  for	  marginal	  crossover	  events,	  those	  that	  are	  non-­‐random	  or	  subject	  to	  interference	  (Huehn,	  2011).	  Understanding	  the	  complexity	  of	  marker	  ordering	  algorithms	  is	  important,	  as	  it	  affects	  the	  selection	  of	  appropriate	  software	  given	  the	  quantity	  of	  marker	  loci	  to	  be	  mapped.	  	  The	  marker	  ordering	  algorithms	  implemented	  vary	  among	  mapping	  applications,	  affecting	  the	  length	  of	  time	  required	  to	  arrive	  at	  an	  acceptable	  solution.	  	  From	  the	  author’s	  personal	  experience,	  mapping	  a	  few	  hundred	  markers	  with	  an	  inefficient	  algorithm	  can	  take	  several	  days	  of	  computation	  on	  modest	  computer	  hardware.	  	  Furthermore,	  many	  of	  these	  algorithms	  have	  been	  optimized	  for	  particular	  populations	  structures	  (e.g.	  back-­‐cross,	  doubled	  haploids,	  recombinant	  inbred	  lines)	  and	  are	  unsuitable	  for	  working	  with	  an	  outcrossing,	  heterozygous	  population	  type,	  or	  are	  unavailable	  in	  either	  source	  code	  form	  or	  as	  a	  binary	  that	  will	  run	  on	  a	  modern	  computing	  hardware	  (Lander	  and	  Green,	  1987;	  Os	  et	  al.,	  2005;	  Iwata	  and	  Ninomiya,	  2006;	  Wu	  et	  al.,	  2008).	  	  Two	  that	  will	  work	  with	  Rubus	  are	  TetraploidMap	  (Hackett	  et	  al.,	  2007a)	  and	  JoinMap®	  (Stam,	  1993).	  TetraploidMap,	  as	  its	  name	  suggests,	  is	  designed	  to	  work	  with	  markers	  associated	  with	  autotetraploid	  populations	  and	  can	  handle	  both	  dominant	  and	  co-­‐dominant	  markers	  though	  not	  double	  reduction.	  	  It	  assesses	  segregation	  distortion	  and	  tests	  for	  the	  presence	  of	  double	  reduction	  in	  the	  progeny	  before	  applying	  chi-­‐square	  tests	  of	  marker	  independence.	  	  A	  two-­‐point	  expectation-­‐maximization	  (EM)	  algorithm	  determines	  the	  recombination	  frequency,	  likelihood,	  and	  LOD	  score	  for	  every	  pair	  of	  markers	  in	  the	  data.	  	  An	  initial	  order	  is	  computed	  and	  a	  simulated	  annealing	  algorithm	  refines	  the	  map	  by	  randomly	  perturbing	  the	  marker	  order,	  recalculating	  the	  distances	  spanned,	  and	  repeating	  using	  more	  stringent	  thresholds	  until	  an	  optimal	  solution	  is	  determined.	  	  Phasing	  is	  then	  estimated	  from	  the	  data	  calculated	  by	  the	  two-­‐point	  EM	  algorithm	  (Hackett	  and	  Luo,	  2003;	  Hackett	  et	  al.,	  2007a).	  	  The	  package	  generates	  an	  abundance	  of	  statistics	  to	  assess	  the	  accuracy	  of	  the	  maps,	  and	  can	  recommend	  manual	  phase	  calling	  via	  visual	  inspection	  from	  the	  predicted	  results.	  	  It	  has	  been	  used	  to	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map	  a	  number	  of	  crops	  including	  tetraploid	  alfalfa	  (Medicago	  sativa)	  (Julier	  et	  al.,	  2003)	  and	  rose	  (Rosa	  hybrida)	  (Gar	  et	  al.,	  2011).	  JoinMap®	  is	  designed	  to	  work	  with	  diploid	  population	  data.	  	  It	  creates	  initial	  linkage	  groups	  using	  one	  of	  four	  possible	  statistical	  tests:	  the	  independence	  of	  LOD	  scores,	  independence	  p-­‐value,	  recombination	  frequency,	  and	  linkage	  LOD.	  	  Groups	  are	  assigned	  LOD	  scores	  and	  are	  presented	  in	  tree	  form	  for	  ease	  of	  identification,	  with	  the	  leaves	  having	  a	  maximum	  LOD	  score	  of	  10	  (Van	  Ooijen,	  2006).	  	  Two	  marker	  ordering	  algorithms	  are	  available:	  regression	  and	  maximum	  likelihood	  estimation.	  	  The	  regression	  algorithm	  is	  extremely	  slow	  on	  large	  data	  sets	  but	  can	  be	  configured	  to	  use	  Kosambi’s	  mapping	  function	  for	  tighter	  map	  distances.	  	  The	  maximum	  likelihood	  algorithm	  produces	  results	  in	  a	  fraction	  of	  the	  time	  for	  large	  data	  sets	  but	  is	  restricted	  to	  Haldane’s	  mapping	  function	  (Van	  Ooijen,	  2011).	  	  Phasing	  is	  calculated	  but	  haplotypes	  are	  not	  automatically	  separated:	  the	  operator	  must	  inspect	  a	  spreadsheet	  containing	  predicted	  marker	  phase	  and	  manually	  exclude	  opposing	  phases	  before	  regenerating	  the	  single-­‐phase	  map.	  	  JoinMap®	  was	  chosen	  for	  the	  present	  work	  despite	  being	  targeted	  to	  diploids.	  	  TetraploidMap	  has	  a	  hard-­‐coded	  upper	  limit	  of	  800	  marker	  loci	  (Hackett	  	  et	  al.,	  2007b),	  which	  in	  practice	  is	  actually	  only	  76	  loci	  per	  linkage	  group	  (determined	  by	  reverse	  engineering	  the	  limit),	  well	  below	  our	  needs.	  
1.4.3 Linkage	  Mapping	  and	  Rubus	  In	  2013,	  Ward	  et	  al.	  used	  a	  genotype	  by	  sequencing	  (GBS)	  approach	  to	  create	  the	  highest	  density	  maps	  of	  the	  R.	  idaeus	  to	  date:	  a	  total	  of	  6912	  single	  nucleotide	  polymorphisms	  (SNPs)	  from	  the	  cultivars	  ‘Heritage’	  and	  ‘Tulameen’.	  	  SSR	  markers	  in	  common	  were	  used	  to	  verify	  and	  anchor	  the	  SNP	  maps	  with	  those	  of	  Graham	  (Graham	  et	  al.,	  2004;	  Graham	  et	  al.,	  2006).	  	  Regions	  of	  segregation	  distortion	  were	  observed,	  suggesting	  the	  presence	  of	  lethal	  alleles.	  	  Self-­‐incompatibility	  among	  R.	  idaeus	  and	  among	  interspecific	  crosses	  –	  e.g.	  crosses	  between	  red	  and	  black	  raspberry	  –	  is	  well	  known	  (Keep,	  1968;	  Darrow,	  1926).	  	  Some	  of	  the	  distortion	  has	  been	  linked	  with	  h,	  the	  gene	  associated	  with	  the	  glabrous	  phenotype	  in	  red	  raspberry	  (Jennings,	  1967).	  	  The	  regions	  of	  segregation	  distortion	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observed	  by	  Ward	  et	  al.	  (Ward	  et	  al.,	  2013)	  are	  candidates	  for	  physical	  mapping	  of	  the	  region	  to	  identify	  the	  lethal	  gene	  alleles	  that	  Rubus	  maintains	  in	  the	  heterozygous	  state.	  The	  first	  linkage	  maps	  of	  tetraploid	  blackberry	  were	  produced	  in	  2013	  using	  119	  SSR	  markers	  from	  the	  previously	  published	  sets	  of	  Graham	  (in	  raspberry)	  and	  Lewers	  (previously	  discussed)	  and	  two	  phenotypic	  markers	  for	  thornlessness	  and	  primocane	  fruiting	  (Castro	  et	  al.,	  2013).	  	  In	  a	  ‘Prime-­‐Jim’	  (‘APF-­‐12’)	  ×	  ‘Arapaho’	  population	  188	  individuals	  were	  used	  for	  mapping.	  	  Linkage	  groups	  for	  all	  seven	  haploid	  chromosomes	  were	  deduced	  in	  both	  parents,	  though	  maps	  of	  the	  four	  haplotypes	  per	  linkage	  group	  using	  the	  119	  markers	  were	  not	  published.	  Close	  inspection	  of	  maps	  produced	  by	  Castro	  reveals	  the	  placement	  of	  the	  thornless	  locus	  to	  be	  at	  the	  tip	  of	  a	  linkage	  group	  putatively	  associated	  with	  linkage	  group	  4	  (LG4)	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  (in	  Bushakra	  et	  al’s	  renaming	  scheme	  (Bushakra	  et	  al.	  2012),	  LG7	  in	  Graham’s	  (Graham	  et	  al.,	  2004)).	  	  This	  group	  is	  quite	  small.	  	  It	  is	  tentatively	  linked	  to	  LG4	  via	  a	  chain	  of	  associations:	  SSR	  marker	  RH_MEa0005aH07	  appears	  in	  the	  fragmentary	  map	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  and	  LG4	  in	  ‘Arapaho’.	  	  RH_MEa0005aH07	  is	  grouped	  with	  LG4	  by	  way	  of	  mRaCIRRIV2A8-­‐218,	  a	  marker	  identified	  by	  Bushakra	  et	  al.	  (2012)	  which	  appears	  LG4	  of	  ‘Araphao’	  and	  in	  what	  appears	  to	  be	  one	  of	  the	  other	  homologous	  LG4’s	  in	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  Following	  the	  chain	  of	  associations,	  the	  conclusion	  that	  the	  thornless	  locus	  is	  associated	  with	  LG4	  (LG7	  in	  Graham)	  would	  appear	  to	  be	  sound.	  Investigation	  of	  mRaCIRRIV2a8	  in	  the	  maps	  of	  Bushakra	  et	  al.	  (2012)	  reveal	  that	  it	  appears	  to	  be	  a	  single,	  two	  marker	  linkage	  group.	  	  mRaCIRRIV2a8	  is	  a	  marker	  present	  in	  Amsellem	  et	  al.’s	  2000	  study	  of	  Rubus	  alceifolius	  Poir	  (Amsellem	  et	  al.,	  2000).	  	  The	  second	  marker,	  RiRosCOS3524,	  is	  associated	  with	  the	  Rosaceae	  conserved	  orthologous	  set	  (Cabrera	  
et	  al.,	  2009).	  	  The	  extremely	  small	  size	  of	  LG4	  and	  the	  use	  of	  a	  marker	  (RiRosCOS3542),	  untested	  in	  any	  other	  Rubus	  species,	  considerably	  weakens	  the	  assignment	  of	  the	  thornless	  trait	  to	  LG4.	  	  Nevertheless,	  Molina-­‐Bravo	  et	  al.	  (2014)	  uncovered	  QTLs	  associated	  with	  prickle	  density	  in	  red	  raspberry	  on	  LG4	  and	  LG6	  (LG7	  and	  LG3	  in	  Graham’s	  nomenclature).	  	  This	  suggests	  that	  perhaps	  the	  mapped	  location	  of	  the	  thornless	  phenotype	  is	  correct.	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The	  floricane	  locus	  was	  mapped	  to	  LG7	  (LG1	  Graham)	  in	  ‘Arapaho’	  by	  Castro	  (Castro	  et	  
al.,	  2013).	  	  The	  placement	  of	  this	  marker	  disagrees	  with	  previous	  primocane-­‐fruiting	  QTLs	  mapped	  in	  red	  raspberry	  (Spencer,	  2011).	  	  Comparisons	  between	  these	  two	  reports	  cannot	  be	  made	  due	  to	  differences	  in	  experimental	  design,	  with	  non-­‐overlapping	  sets	  of	  SSR	  markers	  tested	  and	  differing	  methods	  of	  trait	  evaluation.	  The	  pathways	  influencing	  primocane	  floral	  bud	  development	  are	  likely	  to	  be	  closely	  related	  between	  red	  raspberry	  and	  blackberry.	  	  As	  briefly	  discussed	  above,	  Lim	  and	  Knight	  (2000)	  treated	  tissue-­‐cultured	  red	  raspberry	  cultivars	  and	  open	  pollinated	  varieties	  with	  colchicine	  to	  double	  the	  chromosome	  count.	  	  Tetraploids	  were	  identified	  using	  root	  squashes.	  	  Selected	  raspberries	  were	  grown	  to	  maturity	  and	  hybridized	  with	  tetraploid	  blackberry	  cultivars	  ‘Thornfree’	  and	  ‘Smoothstem’	  (among	  other	  tetraploid	  and	  hexaploid	  cultivars).	  	  Seedlings	  from	  this	  cross	  were	  grown	  to	  maturity	  and	  observed	  for	  primocane	  fruiting.	  	  Of	  the	  progeny	  11%	  exhibited	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait.	  	  While	  multiple	  genes	  are	  suspected	  to	  influence	  the	  development	  of	  flowers	  on	  primocanes	  (Lopez-­‐Medina	  et	  al.,	  2000),	  the	  ease	  with	  which	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  was	  introgressed	  into	  Rubus	  hybridberries	  suggests	  control	  via	  one	  or	  just	  a	  few	  genes.	  	  Additionally,	  alleles	  for	  the	  trait	  must	  exist	  in	  a	  heterozygous	  state	  in	  the	  blackberry	  selections	  chosen.	  	  The	  trait	  is	  known	  to	  be	  recessive	  in	  diploid	  raspberry.	  	  Therefore,	  for	  expression	  to	  occur	  in	  the	  hybrids,	  each	  parent	  must	  have	  carried	  at	  least	  one	  copy	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  allele	  f.	  
1.4.4 Linkage	  Mapping	  using	  RAD-­‐Seq	  Since	  the	  first	  published	  description	  of	  the	  RAD-­‐Seq	  protocol	  in	  2008	  (Baird	  et	  al.,	  2008),	  restriction-­‐site	  associated	  DNA	  sequencing	  (RAD-­‐Seq)	  has	  been	  used	  to	  produce	  linkage	  maps	  for	  a	  diverse	  selection	  of	  plant	  species.	  	  Linkage	  maps	  were	  produced	  using	  the	  RAD-­‐Seq	  technique	  in	  each	  of	  the	  following	  research	  projects.	  	  Wang	  et	  al.	  (2012)	  created	  a	  dense	  linkage	  map	  of	  Vitis	  vinifera	  using	  1,646	  RAD	  markers,	  and	  confirmed	  a	  strong	  correlation	  between	  each	  of	  the	  linkage	  maps	  and	  its	  corresponding	  physical	  map	  (Wang	  et	  
al.,	  2012).	  	  Barchi	  et	  al.	  (2012),	  used	  maps	  consisting	  of	  413	  RAD	  markers	  to	  identify	  one	  major	  and	  five	  minor	  QTLs	  associated	  with	  anthocyanin	  production	  in	  the	  eggplant	  fruit	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(Solanum	  melongena	  L.)	  (Barchi	  et	  al.,	  2012).	  	  Pfender	  et	  al.	  (2011)	  and	  Hegarty	  et	  al.	  (2013)	  developed	  independent	  maps	  for	  Lolium	  perenne	  L.	  (perennial	  ryegrass).	  	  Pfender	  et	  al.	  used	  RAD-­‐Seq,	  SSR,	  and	  sequence	  tagged	  sites	  (STS)	  markers	  to	  detected	  multiple	  QTLs	  for	  stem	  rust	  resistance,	  while	  Hegarty	  et	  al.	  detected	  QTLs	  for	  omega-­‐3	  fatty	  acid	  production	  using	  434	  RAD	  and	  SSR	  markers.	  	  Chutimanitsakun	  et	  al.	  (2011)	  integrated	  464	  RAD	  markers	  into	  an	  existing	  map	  of	  2,383	  markers	  and	  discovered	  QTLs	  for	  fitness	  traits	  and	  dwarfing	  genes.	  	  Finally,	  RAD	  markers	  were	  used	  to	  anchor	  scaffolds	  for	  two	  recent	  genome	  assemblies:	  the	  blue	  Lupin,	  Lupinus	  angustifolius	  L	  (Yang	  et	  al.,	  2013),	  and	  the	  sacred	  lotus	  (Nelumbo	  
nucifera	  Gaertn.)	  (Ming	  et	  al.,	  2013).	  
1.4.5 Polyploid	  Linkage	  Mapping	  Polyploids	  can	  also	  be	  classified	  as	  autopolyploids,	  allopolyploids,	  or	  segmental	  allopolyploids.	  	  Autopolyploid	  individuals	  produce	  gametes	  using	  RCSA	  (random	  chromosome	  assortment	  –	  the	  formation	  of	  bivalents	  and	  recombination	  among	  pairs	  of	  chromosomes	  only,	  followed	  by	  random	  assortment	  of	  the	  entire	  chromosome)	  or	  RCTA	  (random	  chromatid	  assortment	  –	  the	  formation	  of	  multivalents	  and	  recombination	  among	  multiple	  sister	  chromatids	  simultaneously,	  followed	  by	  segregation	  of	  chromosomes	  containing	  genetic	  material	  from	  a	  sister	  chromatid).	  	  Allopolyploids	  are	  composed	  of	  multiple,	  distinct	  genomes	  present	  within	  a	  single	  nucleus,	  for	  example	  the	  ABD	  system	  of	  homeologous	  chromosomes	  in	  hexaploid	  wheat	  (Brenchley	  et	  al.,	  2012).	  	  During	  gamete	  formation,	  chromatids	  preferentially	  pair	  with	  the	  sister	  chromatids	  from	  the	  original	  genome.	  	  Segmental	  allopolyploids	  produce	  gametes	  that	  blend	  random	  assortment	  with	  preferential	  pairing	  depending	  upon	  the	  sequence	  similarity	  among	  the	  homologous	  chromosomes.	  Mapping	  efforts	  in	  polyploid	  species	  is	  hampered	  by	  the	  diversity	  of	  gametic	  genotypes	  possible.	  	  Under	  random	  chromosome	  assortment	  (RCSA)	  (also	  known	  as	  tetrasomic	  inheritance)	  a	  total	  of	  six	  unique	  gametic	  genotypes	  can	  result	  in	  a	  tetraploid.	  	  When	  random	  chromatid	  assortment	  (RCTA)	  is	  taken	  into	  account,	  double	  reduction	  products	  produce	  an	  additional	  four	  homozygous	  genotypes,	  one	  per	  chromosome	  (Allard,	  1960).	  	  Double	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reduction	  rates	  are	  not	  consistent	  across	  species	  making	  the	  accurate	  identification	  of	  parental	  genotypes	  a	  statistical	  challenge.	  Molecular	  evidence	  suggests	  tetraploid	  blackberries	  are	  autotetraploids	  with	  double	  reduction	  products	  observed	  at	  significant	  frequencies	  (Castro	  et	  al.,	  2013).	  	  Clark	  suggests,	  after	  years	  of	  breeding	  experience,	  that	  most	  tetraploid	  blackberry	  cultivars	  are	  segmental	  allotetraploids	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  	  Most	  eastern	  tetraploid	  cultivars	  are	  only	  a	  few	  generations	  removed	  from	  their	  wild	  ancestors,	  with	  multiple	  species	  contributing	  to	  their	  genetic	  constitution	  (see	  Figure	  1.2	  and	  Figure	  1.3	  –	  pedigrees	  of	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’,	  respectively,	  for	  two	  examples).	  	  Given	  the	  number	  of	  distinct	  species	  involved,	  it	  is	  hypothetically	  possible	  for	  limited	  preferential	  pairing	  to	  be	  occurring	  in	  modern	  breeding	  lines.	  	  An	  examination	  of	  the	  frequency	  of	  segregation	  distortion	  observed	  in	  our	  data	  should	  shed	  light	  on	  this	  issue.	  
1.5 Conclusion	  Linkage	  mapping	  has	  been	  applied	  to	  a	  diverse	  selection	  of	  plant	  species,	  some	  cultivated	  for	  food,	  others	  for	  forage.	  	  The	  utility	  of	  mapping	  has	  been	  demonstrated	  through	  the	  variety	  of	  quantitative	  trait	  loci	  discovered	  associated	  with	  important	  traits	  for	  improving	  the	  nutrition	  of	  humans	  and	  livestock,	  and	  for	  breeding	  increased	  disease	  resistance	  into	  susceptible	  cultivars.	  	  Maps	  are	  useful	  tools	  for	  the	  advancement	  of	  breeding	  objectives	  and	  form	  the	  foundation	  of	  marker-­‐assisted	  selection	  breeding	  practices.	  	  The	  goal	  of	  this	  research	  is	  to	  extend	  linkage	  mapping	  to	  tetraploid	  blackberry,	  with	  consideration	  towards	  identifying	  QTLs	  associated	  with	  thornlessness	  and	  primocane-­‐flowering.	  The	  cultivars	  selected	  were	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  ‘Chester	  Thornless’	  was	  selected	  because	  it	  is	  thornless,	  floricane	  fruiting,	  semi-­‐erect-­‐growing,	  hardy	  in	  USDA	  Zone	  5,	  and	  because	  it	  is	  a	  variety	  bred	  by	  Dr.	  Robert	  M.	  Skirvin	  (Galetta	  et	  al.,	  1998a)	  who	  has	  great	  familiarity	  with	  its	  characteristics.	  	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  selected	  because	  it	  is	  very	  thorny,	  primocane	  fruiting,	  erect-­‐growing,	  semi-­‐hardy,	  and	  is	  a	  current	  cultivar	  release	  from	  the	  University	  of	  Arkansas	  breeding	  program	  (Clark,	  2005a)	  managed	  by	  Dr.	  John	  R.	  Clark	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who	  collaborated	  with	  us	  on	  this	  research	  by	  performing	  the	  hybridization	  and	  providing	  us	  with	  the	  initial	  hybrid	  seeds.	  SNPs	  were	  chosen	  as	  the	  molecular	  marker	  type	  for	  this	  research	  because	  of	  their	  abundance	  and	  co-­‐dominant	  nature.	  	  RAD-­‐Seq	  was	  selected	  as	  the	  method	  for	  generating	  sufficient	  read	  depth	  at	  loci	  to	  permit	  genotype	  calling.	  	  The	  Genome	  Analysis	  Toolkit’s	  UnifiedGenotyper	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014)	  was	  selected	  to	  perform	  the	  genotype	  calling	  because	  it	  can	  handle	  polyploid	  data.	  	  A	  large	  amount	  of	  custom	  software	  was	  written	  by	  the	  author	  to	  join	  the	  data	  processing	  stages	  into	  a	  coherent	  pipeline	  for	  mapping	  in	  JoinMap®.	  	  JoinMap®	  was	  chosen	  over	  TetraploidMap	  due	  to	  insurmountable	  limits	  on	  the	  amount	  of	  data	  TetraploidMap	  can	  process.	  	  This	  was	  unfortunate,	  but	  unavoidable	  and	  there	  was	  no	  available	  alternative	  that	  worked	  with	  out-­‐crossing	  species.
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2 Linkage	  Mapping	  in	  Tetraploid	  Blackberry	  
2.1 Abstract	  In	  this	  chapter,	  we	  report	  high-­‐density	  linkage	  maps	  for	  tetraploid	  blackberry	  (Rubus	  2n	  =	  4x	  =	  28)	  created	  using	  single	  nucleotide	  polymorphisms	  (SNPs)	  derived	  from	  genomic	  DNA.	  A	  mapping	  population	  was	  created	  from	  two	  modern,	  eastern	  tetraploid	  cultivars:	  the	  semi-­‐erect,	  thornless	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  the	  erect,	  thorny,	  primocane-­‐fruiting	  (PF)	  ‘Prime-­‐Jim’	  (‘APF-­‐12’).	  	  Genomic	  DNA	  was	  digested	  and	  sequenced	  following	  the	  reduced-­‐representation	  protocol	  restriction-­‐site	  associated	  DNA	  sequencing	  (RAD-­‐Seq).	  	  Sequences	  were	  aligned	  against	  a	  draft	  raspberry	  (Rubus	  idaeus)	  reference	  sequence,	  and	  SNPs	  were	  mined	  from	  the	  dosage	  data	  using	  a	  combination	  of	  existing	  software	  packages,	  such	  as	  the	  Genome	  Analysis	  Toolkit	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014),	  and	  custom	  software	  designed	  by	  the	  author.	  	  The	  resulting	  maps	  contain	  2,118	  markers	  representing	  the	  female	  parent	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  1,759	  markers	  for	  the	  male	  parent	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  The	  total	  number	  of	  markers	  mapped	  is	  approximately	  20×	  the	  total	  number	  of	  molecular	  markers	  of	  previous	  studies	  in	  blackberry	  (Castro	  et	  al.,	  2013),	  with	  linkage	  groups	  representing	  each	  of	  the	  expected	  seven	  chromosomes	  in	  the	  monoploid	  genome.	  	  A	  total	  of	  29	  linkage	  groups	  were	  determined	  for	  ‘Chester	  Thornless’	  spanning	  a	  total	  map	  distance	  of	  1,059.1	  cM,	  and	  31	  for	  ‘Prime-­‐Jim’,	  spanning	  a	  total	  map	  distance	  of	  1,024.6	  cM.	  	  This	  study	  supports	  Castro	  et	  
al.’s	  positioning	  of	  the	  thornless	  locus	  S	  1.0	  –	  8.4	  megabases	  from	  the	  end	  of	  the	  fourth	  linkage	  group.	  	  Additionally,	  ‘Chester	  Thornless’	  was	  determined	  to	  be	  heterozygous	  duplex	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  F.	  
2.2 Literature	  Review	  
2.2.1 Blackberry	  Traits,	  Breeding	  Blackberries	  (Rubus	  spp.)	  are	  an	  economically	  important	  small	  fruit	  crop	  in	  North	  America,	  especially	  in	  the	  Pacific	  Northwest	  where	  production	  for	  processing	  is	  centered.	  	  In	  the	  Midwest	  and	  Eastern	  United	  States,	  blackberries	  are	  grown	  primarily	  for	  the	  fresh-­‐fruit	  markets	  and	  within	  “pick-­‐your-­‐own”	  farms	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  	  The	  adoption	  of	  blackberries	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as	  a	  cash	  crop	  is	  hindered	  by	  labor	  expenses	  necessary	  to	  maintain	  the	  perennial	  plants,	  the	  need	  for	  trellising	  to	  facilitate	  ease	  of	  harvest,	  and	  in	  the	  northern	  climates,	  a	  lack	  of	  cold	  hardiness	  limiting	  the	  range	  in	  which	  they	  may	  be	  grown.	  	  Breeding	  programs	  have	  focused	  on	  overcoming	  these	  deficiencies.	  	  Modern	  cultivars	  include	  cold	  hardy	  varieties	  like	  ‘Illini	  Hardy’	  (Skirvin	  and	  Otterbacher,	  1993),	  thornless	  varieties	  (‘Chester	  Thornless’	  (Galetta	  et	  
al.,	  1998a),	  ‘Triple	  Crown’	  (Galetta	  et	  al.,	  1998b,	  ‘Arapaho’	  (Moore	  and	  Clark,	  1993)),	  and	  erect-­‐growing,	  primocane-­‐fruiting	  varieties	  ‘Prime-­‐Jim®’	  (Clark,	  2005b),	  ‘Prime-­‐Ark®	  45’	  (Clark,	  2010).	  	  ‘Illini	  Hardy’	  has	  pushed	  the	  northern-­‐most	  region	  for	  growing	  into	  USDA	  horticultural	  zone	  4	  (Skirvin,	  personal	  communication),	  while	  the	  primocane-­‐fruiting	  varieties	  have	  reduced	  the	  manual	  labor	  costs	  associated	  with	  removing	  individual	  spent	  floricanes	  (Clark	  and	  Finn,	  2008).	  	  Thornless	  varieties	  are	  preferred	  in	  both	  pick-­‐your-­‐own	  farms	  and	  for	  commercial	  wholesale	  due	  to	  the	  reduced	  risk	  of	  injury	  to	  pickers.	  These	  improvements	  in	  blackberries	  are	  the	  result	  of	  long,	  labor-­‐intensive	  breeding	  programs.	  	  While	  not	  as	  slow	  to	  mature	  as	  other	  orchard	  crops	  such	  as	  apple	  or	  peach,	  blackberries	  require	  two	  or	  more	  years	  for	  a	  trait	  to	  be	  expressed	  sufficiently	  to	  be	  evaluated	  (Lopez-­‐Medina	  et	  al.,	  2000).	  	  Another	  factor	  affecting	  breeding	  efforts	  is	  the	  polyploid	  nature	  of	  commercial	  blackberry	  breeding	  stock.	  	  Cultivars	  grown	  in	  midwestern	  and	  eastern	  regions	  of	  North	  American	  are	  primarily	  tetraploid,	  while	  those	  in	  the	  Pacific	  Northwest	  are	  hexaploid,	  octoploid,	  or	  higher	  (Fischer	  et	  al.,	  1943;	  Clark	  et	  al.,	  2007).	  When	  breeding	  polyploids,	  large	  population	  sizes	  are	  required.	  	  For	  instance,	  to	  observe	  rare	  combinations	  of	  alleles	  under	  random	  chromosome	  assortment	  (RCSA)	  a	  cross	  of	  two	  individuals	  duplex	  for	  a	  recessive	  trait	  results	  in	  a	  35:1	  dominant	  to	  recessive	  phenotypic	  segregation	  ratio.	  	  Recessive	  traits	  are	  harder	  to	  fix	  in	  polyploid	  lines	  because	  multiple	  copies	  of	  the	  recessive	  alleles	  must	  be	  stacked	  for	  trait	  expression	  and	  there	  is	  the	  risk	  of	  deleterious	  allele	  accumulation	  or	  inbreeding	  depression	  as	  other	  undesirable	  alleles	  accumulate	  in	  the	  genome.	  	  For	  example,	  in	  diploid	  red	  raspberry	  (Rubus	  idaeus),	  the	  recessive	  primocane-­‐fruiting	  trait	  is	  linked	  to	  a	  lethal	  recessive	  gene	  (Jennings,	  1967).	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2.2.2 Molecular	  Markers	  in	  Rubus	  The	  use	  of	  marker-­‐assisted	  selection	  (MAS)	  to	  circumvent	  some	  of	  these	  shortcomings	  has	  until	  recently	  had	  little	  impact	  on	  breeding	  in	  the	  genus	  Rubus.	  	  Most	  of	  the	  effort	  expended	  in	  the	  development	  of	  molecular	  markers	  in	  Rubus	  has	  been	  applied	  to	  diploid	  raspberries.	  	  The	  Scottish	  Crops	  Research	  Institute	  developed	  the	  first	  linkage	  maps	  of	  amplified	  fragment	  length	  polymorphism	  (AFLP),	  genomic	  simple-­‐sequence-­‐repeat	  (SSR)	  and	  expressed	  sequence	  tag	  SSR	  (EST-­‐SSR)	  markers	  for	  mapping	  QTL	  associated	  with	  disease	  resistance	  and	  cane	  pubescence	  (Graham	  et	  al.,	  2004;	  Graham	  et	  al.,	  2006;	  Woodhead	  et	  al.,	  2008).	  	  In	  2013,	  Ward	  et	  al.	  used	  a	  genotype-­‐by-­‐sequencing	  approach	  to	  create	  the	  highest	  density	  maps	  of	  R.	  idaeus	  to	  date:	  a	  total	  of	  6912	  SNPs	  from	  the	  cultivars	  ‘Heritage’	  and	  ‘Tulameen’.	  Fingerprinting	  and	  the	  assessment	  of	  species	  or	  cultivar	  diversity	  were	  some	  of	  the	  early	  uses	  of	  molecular	  markers	  in	  blackberry.	  	  Stafne	  et	  al.	  (Stafne	  et	  al.,	  2003)	  and	  Coyner	  
et	  al.	  (Coyner	  et	  al.,	  2008)	  demonstrated	  the	  utility	  of	  random	  amplified	  polymorphic	  DNA	  (RAPD)	  markers	  for	  this	  purpose.	  	  Coyner	  et	  al.	  discovered	  that	  a	  small	  pool	  of	  markers	  (24)	  was	  sufficient	  for	  unique	  cultivar	  identification.	  More	  recently,	  SSR	  and	  EST-­‐SSR	  markers	  have	  been	  developed	  and	  used	  for	  linkage	  mapping	  in	  tetraploid	  blackberry.	  	  In	  2005,	  Lewers	  and	  Stafne	  published	  two	  separate	  reports	  regarding	  SSRs	  derived	  from	  Fragaria	  through	  the	  use	  of	  genomic	  libraries	  and	  from	  data-­‐mining	  GenBank	  databases	  (Benson	  et	  al.,	  2013)	  for	  candidate	  SSRs	  (Lewers	  et	  al.,	  2005;	  Stafne	  et	  al.,	  2005).	  	  To	  increase	  the	  number	  of	  blackberry-­‐specific	  markers	  Lewers	  used	  cDNA	  libraries	  from	  ‘Merton	  Thornless’	  to	  identify	  additional	  candidate	  EST-­‐SSRs	  (Lewers	  et	  al.,	  2008).	  
2.2.3 Linkage	  Mapping	  Methods	  A	  linkage	  map	  represents	  a	  statistical	  ordering	  of	  markers	  in	  a	  physical	  chromosome,	  where	  the	  distance	  between	  a	  pair	  of	  markers	  represents	  the	  frequency	  of	  observed	  recombination	  events	  that	  have	  occurred	  between	  them.	  	  The	  inheritance	  of	  genes	  may	  be	  presumed	  if	  markers	  tightly	  linked	  to	  that	  gene	  or	  markers	  flanking	  the	  region	  containing	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the	  gene	  are	  observed	  in	  the	  progeny.	  	  This	  principle	  gives	  high-­‐density	  linkage	  maps	  their	  power	  for	  selection	  purposes.	  	  Lab-­‐based	  tests	  for	  assessing	  marker	  presence	  can	  be	  conducted	  whenever	  sufficient	  DNA	  is	  available,	  bypassing	  the	  frequently	  lengthy	  periods	  of	  time	  frequently	  required	  for	  trait	  expression	  in	  field	  trials.	  In	  agronomic	  crops,	  linkage	  mapping	  of	  molecular	  markers	  plays	  an	  increasingly	  important	  role	  in	  the	  identification	  of	  quantitative	  trait	  loci	  (QTL)	  associated	  with	  economically	  important	  traits	  –	  yield,	  biomass,	  flavor,	  disease/pest	  resistance,	  et	  cetera	  –	  and	  in	  the	  assessing	  of	  genetic	  diversity	  among	  varieties,	  landraces,	  and	  wild	  populations.	  	  Recent	  examples	  of	  molecular	  markers	  used	  to	  study	  polyploid	  species	  include:	  the	  use	  of	  SSRs	  and	  genotyping-­‐by-­‐sequencing	  single	  nucleotide	  polymorphism	  (SNP)	  calling	  for	  the	  identification	  of	  multiple	  QTL	  associated	  with	  fiber	  development	  and	  boll	  size	  in	  allotetraploid	  cotton	  (Gore	  et	  al.,	  2014);	  the	  development	  of	  SNP	  array	  assays	  for	  detecting	  domestication-­‐related	  selective	  sweeps	  within	  the	  genome	  for	  flowering	  time	  and	  disease	  resistance	  in	  hexaploid	  wheat	  (Triticum	  aestivum	  ssp.	  aestivum)	  (Cavanagh	  et	  al.,	  2013);	  the	  use	  of	  SSRs	  to	  identify	  QTL	  controlling	  self-­‐fertility	  in	  seed	  production	  (Robins	  and	  Brummer,	  2010)	  and	  restriction	  fragment	  length	  polymorphisms	  (RFLPs)	  to	  uncover	  loci	  associated	  with	  winter	  injury	  (hardiness)	  in	  autotetraploid	  alfalfa	  (Medicago	  sativa	  L.)	  (Brouwer	  et	  al.,	  2000);	  the	  use	  of	  AFLPs	  and	  SSRs	  for	  linkage	  mapping	  and	  QTL	  mapping	  of	  flower	  color,	  skin	  texture,	  and	  dry	  matter	  content	  in	  autotetraploid	  potato	  (McCord	  et	  al.,	  2011);	  as	  well	  as	  comparative	  mapping	  of	  QTL	  for	  high	  and	  low	  sugar	  content	  in	  autopolyploid	  sugarcane	  (Saccharum	  spp.)	  identified	  through	  RFLP	  analysis	  (Ming	  et	  al.,	  2001).	  The	  first	  linkage	  maps	  of	  tetraploid	  blackberry	  were	  produced	  in	  2013	  using	  119	  SSR	  markers	  from	  the	  published	  sets	  of	  Graham	  (R.	  idaeus)	  (Graham	  et	  al.,	  2004;	  Graham	  et	  al.,	  2006)	  and	  Lewers	  (Lewers	  et	  al.,	  2008),	  and	  two	  phenotypic	  markers	  for	  thornlessness	  and	  primocane	  fruiting	  (Castro	  et	  al.,	  2013).	  	  In	  this	  case,	  a	  population	  of	  188	  individuals	  in	  a	  ‘Prime-­‐Jim’	  (‘APF-­‐12’)	  ×	  ‘Arapaho’	  hybridization	  were	  used	  for	  mapping.	  	  Consensus	  linkage	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maps	  for	  all	  seven	  haploid	  chromosomes	  were	  deduced	  in	  both	  parents,	  though	  maps	  of	  each	  of	  the	  four	  individual	  haplotypes	  were	  not	  published.	  
2.2.4 SNPs	  Discovery	  To	  create	  higher-­‐density	  maps	  in	  blackberry	  and	  to	  increase	  the	  probability	  of	  co-­‐inheritance	  of	  markers	  and	  genes,	  high-­‐throughput	  marker	  identification	  techniques	  are	  necessary.	  	  Two	  methods	  for	  generating	  thousands	  of	  SNP	  markers	  in	  a	  short	  amount	  of	  time	  include	  high-­‐throughput	  sequencing	  of	  genomic	  DNA	  or	  cDNA	  (RNA-­‐Seq)	  and	  the	  use	  of	  SNP	  arrays	  /	  genotyping	  assays.	  Illumina®	  GoldenGate™	  and	  Illumina®	  Inifinium™	  HD	  Assays	  are	  two	  commercial	  systems	  that	  can	  be	  used	  to	  assay	  thousands	  to	  hundreds	  of	  thousands	  of	  SNPs	  simultaneously	  in	  DNA	  samples.	  	  Both	  technologies	  rely	  on	  previously	  isolated	  DNA	  sequences	  containing	  verified,	  high-­‐confidence	  single	  nucleotide	  polymorphisms.	  	  Oligonucleotide	  probes	  are	  manufactured	  for	  these	  SNP	  loci	  and	  used	  to	  interrogate	  sample	  DNA	  for	  the	  presence	  of	  polymorphisms	  (Illumina,	  2014a,	  Illumina,	  2014b).	  	  These	  sequences	  and	  probes	  are	  currently	  unavailable	  for	  Rubus	  and	  the	  mapping	  research	  we	  are	  conducting.	  The	  Illumina®	  HiSeq	  2000™	  is	  a	  short	  read,	  high-­‐throughput	  sequencing	  system	  capable	  of	  producing	  200	  gigabases	  (GB)	  of	  paired-­‐end,	  100	  base-­‐pair	  (bp)	  reads	  in	  approximately	  eight	  days	  time	  (Illumina,	  2014c).	  	  While	  read	  lengths	  are	  short,	  the	  sheer	  volume	  of	  reads	  can	  be	  used	  to	  produce	  an	  abundance	  of	  informative	  data	  when	  the	  reads	  are	  aligned	  either	  to	  a	  reference	  genome	  or	  to	  one	  another	  via	  a	  de	  novo	  assembly	  process.	  	  For	  genotyping	  SNPs	  in	  the	  present	  study	  with	  tetraploid	  blackberry,	  reads	  from	  the	  HiSeq	  2000™	  will	  be	  aligned	  to	  the	  draft	  genome	  assembly	  of	  Rubus	  idaeus.	  	  Regions	  of	  high	  read	  depth	  will	  then	  be	  genotyped	  for	  single	  nucleotide	  polymorphisms.	  
2.2.5 RAD-­‐Seq	  and	  SNP	  Genotyping	  One	  method	  to	  ensure	  high	  read	  depths	  at	  specific	  loci	  and	  the	  method	  chosen	  for	  this	  research	  is	  restriction-­‐site	  associated	  DNA	  sequencing	  (RAD-­‐Seq).	  	  RAD-­‐Seq	  is	  a	  genome-­‐wide	  sequence	  sub-­‐sampling	  (reduced	  representation)	  method	  particularly	  suited	  for	  the	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analysis	  of	  population	  structure	  and	  genetic	  linkage	  (Baird	  et	  al.,	  2008;	  Davey	  and	  Blaxter,	  2010).	  	  Instead	  of	  sequencing	  the	  entire	  genome	  at	  low	  coverage	  for	  a	  small	  number	  of	  individuals,	  RAD-­‐Seq	  selectively	  increases	  read	  depths	  at	  specific	  loci,	  facilitating	  highly	  accurate	  SNP	  and	  insertion/deletion	  (indel)	  discovery.	  	  Genomic	  DNA	  is	  digested	  at	  restriction	  sites	  by	  enzymes	  and	  barcoded	  using	  modified	  sequencing-­‐platform	  adapters	  ligated	  to	  the	  cut	  ends.	  	  After	  sequencing,	  reads	  are	  aligned	  to	  a	  reference	  for	  genotype	  calling	  and	  mapping	  purposes.	  	  Reads	  originating	  from	  the	  same	  restriction-­‐site	  locus	  align	  to	  one	  another	  in	  “stacks”	  or	  “pileups”,	  providing	  a	  large	  sample	  of	  base	  calls	  per	  locus	  from	  which	  genotypes	  may	  be	  called	  (Figure	  2.1).	  Unfortunately,	  the	  vast	  majority	  of	  data	  processing,	  analytical,	  and	  linkage	  mapping	  software	  assumes	  sequencing	  data	  from	  a	  diploid,	  or	  sometimes	  haploid,	  organism.	  	  Conversely,	  many	  of	  these	  same	  packages	  have	  modules	  or	  specific	  programs	  or	  scripts	  that	  can	  be	  used	  regardless	  of	  ploidy.	  	  In	  the	  present	  study,	  we	  were	  able	  to	  chain	  these	  applications	  together	  along	  with	  a	  large	  body	  of	  custom-­‐written	  software1	  to	  manipulate	  and	  analyze	  the	  data	  in	  an	  efficient	  but	  accurate	  manner.	  	  Specific	  packages,	  programs,	  and	  modules	  used	  in	  this	  research	  include	  Stacks	  1.09	  (Catchen	  et	  al.,	  2011),	  Novoalign®	  3.01,	  Picard	  1.101	  (Picard,	  2013),	  the	  GenomeAnalysis	  Toolkit	  (GATK)	  2.8-­‐1	  (Van	  der	  Auwera	  et	  
al.,	  2002),	  JoinMap®	  4.1	  (Stam,	  1993;	  Van	  Ooijen,	  2006)	  and	  TetraploidMap	  (Hacket	  et	  al.,	  2007a).	  Accurate	  genotype	  variant	  calling	  /	  SNP	  dosage	  detection	  depends	  upon	  an	  appropriate	  statistical	  model	  for	  the	  distribution	  of	  reads	  at	  a	  locus.	  	  Diploid	  organisms	  are	  expected	  to	  have	  at	  most	  two	  alleles	  at	  each	  locus,	  barring	  alignment	  irregularities	  or	  gametic	  aberrations	  resulting	  in	  aneuploidy.	  	  This	  contrasts	  with	  polyploid	  organisms	  where	  loci	  may	  be	  multi-­‐allelic	  and	  multi-­‐dose,	  making	  genotype	  discovery	  problematic.	  	  Consequently	  most	  –	  but	  not	  all	  –	  existing	  SNP	  calling	  or	  genotyping	  algorithms	  are	  ill-­‐suited	  for	  use	  with	  higher	  ploidy	  species.	  	  The	  ability	  to	  correctly	  identify	  biallelic	  SNP	  dosages	  is	  crucial	  for	  our	  ability	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  1	  The	  software	  was	  written	  by	  the	  author	  and	  is	  available	  upon	  request.	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to	  correctly	  estimate	  segregation	  in	  the	  population,	  and	  to	  identify	  recombination	  events	  between	  pairs	  of	  SNP	  markers.	  The	  GATK	  has	  two	  statistically	  powerful	  modules	  for	  calling	  genotypes	  from	  reads	  aligned	  to	  a	  reference:	  the	  UnifiedGenotyper	  and	  the	  HaplotypeCaller	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014).	  	  The	  HaplotypeCaller	  performs	  a	  local	  de	  novo	  assembly	  of	  the	  reads	  to	  identify	  structural	  variants	  spanning	  multiple	  bases,	  but	  in	  version	  2.8.1	  is	  restricted	  to	  the	  analysis	  of	  diploid	  populations	  only.	  	  The	  UnifiedGenotyper	  uses	  a	  Bayesian	  model	  to	  assess	  the	  likelihood	  of	  a	  genotype	  based	  on	  user-­‐defined	  parameters	  for	  error	  tolerance,	  and	  on	  characteristics	  of	  the	  data	  itself:	  total	  read	  depth,	  the	  number	  of	  observations	  made,	  and	  the	  quality	  scores	  of	  each	  read	  (Van	  der	  Auwera	  et	  al.,	  2002).	  	  It	  calls	  genotypes	  independently	  of	  other	  loci,	  so	  its	  primary	  use	  is	  in	  identification	  of	  SNPs	  and	  indels.	  	  The	  UnifiedGenotyper	  determines	  SNP	  allele	  dosage	  when	  calling	  the	  genotype,	  e.g.	  ‘A/A/T/T’	  is	  a	  duplex,	  biallelic	  SNP	  marker.	  
2.3 Materials	  and	  Methods	  
2.3.1 Cultivar	  Selection,	  Micropropagation,	  and	  Population	  Establishment	  The	  mapping	  population	  used	  in	  the	  present	  study	  was	  created	  by	  hybridizing	  the	  cultivars	  ‘Chester	  Thornless’	  ×	  ‘Prime-­‐Jim’	  at	  the	  University	  of	  Arkansas	  Fruit	  Research	  Station	  at	  Clarksville,	  Arkansas,	  using	  the	  expertise	  of	  and	  techniques	  described	  by	  Clark	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  	  (For	  purposes	  of	  brevity,	  the	  common	  derivative	  ‘Chester’	  may	  be	  used	  here	  in	  place	  of	  the	  full	  cultivar	  name,	  ‘Chester	  Thornless’.	  	  Additionally,	  the	  trade	  cultivar	  name	  ‘Prime-­‐Jim’	  will	  be	  used	  in	  preference	  to	  the	  more	  technical	  name	  ‘APF-­‐12’.)	  	  Mature	  fruits	  were	  harvested	  over	  a	  period	  of	  three	  weeks	  and	  stored	  at	  4	  °C	  until	  all	  fruit	  had	  been	  collected	  after	  which	  it	  was	  shipped	  to	  Urbana,	  Illinois,	  for	  processing.	  To	  extract	  the	  seeds	  without	  damaging	  them,	  the	  fruit	  was	  macerated	  by	  hand	  within	  a	  steel	  sieve	  and	  washed	  in	  fresh	  water	  until	  all	  discernable	  pulp	  and	  debris	  were	  removed.	  	  Non-­‐viable	  seeds	  were	  eliminated	  using	  a	  flotation	  test.	  	  Freshly	  extracted	  seeds	  were	  surface	  disinfested	  twice	  using	  the	  protocol	  described	  by	  Mian	  et	  al.	  (Mian	  et	  al.,	  1995)	  with	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minor	  modifications:	  approximately	  two	  hundred	  seeds	  per	  batch	  were	  subjected	  to	  two	  ten-­‐minute	  washes	  on	  a	  shaker	  table	  in	  100	  mL	  of	  20%	  bleach	  (5.25%	  sodium	  hypochlorite)	  and	  0.01%	  Triton-­‐X100,	  followed	  by	  two	  rinses	  in	  100	  mL	  of	  autoclaved,	  double-­‐distilled	  water.	  	  Disinfected	  seeds	  were	  stored	  at	  4	  oC	  in	  autoclaved,	  double-­‐distilled	  water	  prior	  to	  micropropagation.	  Germination	  of	  the	  seeds	  in	  tissue	  culture	  followed	  the	  protocols	  of	  Ke	  et	  al.	  (Ke	  et	  al.,	  1985)	  and	  Mian	  et	  al.	  (Mian	  et	  al.,	  1995).	  	  Individual	  culture	  tubes	  (25	  x	  150	  mm)	  containing	  10	  mL	  of	  50%	  Murashige-­‐Skoog	  media	  (MS	  media)	  (Murashige	  and	  Skoog,	  1962)	  were	  autoclaved	  for	  20	  minutes	  at	  121	  °C	  and	  20	  PSI.	  	  Seeds	  were	  cut	  transversely	  at	  the	  distal	  end	  with	  a	  sterile	  scalpel	  to	  expose	  the	  cotyledons.	  	  Both	  halves	  of	  the	  cut	  seed	  were	  placed	  in	  contact	  with	  the	  medium,	  one	  seed	  per	  tube.	  	  The	  tubes	  were	  capped,	  racked	  upright,	  and	  stored	  in	  a	  growth	  room	  under	  a	  regimen	  of	  16	  hours	  light	  /	  8	  hours	  darkness	  at	  22	  °C.	  	  Lighting	  was	  provided	  via	  standard	  cool	  white	  fluorescent	  fixtures.	  Each	  seed	  accession	  was	  assigned	  a	  serial	  number	  beginning	  with	  the	  prefix	  “UIUA”	  –	  short	  for	  “University	  of	  Illinois	  –	  University	  of	  Arkansas”	  –	  and	  numbered	  sequentially,	  e.g.	  “UIUA-­‐254”.	  	  These	  serial	  numbers	  were	  used	  to	  track	  the	  biological	  replicates	  from	  tissue	  culture	  through	  evaluation	  in	  the	  field.	  Because	  blackberry	  seeds	  are	  known	  to	  exude	  auto-­‐toxic	  phenolic	  compounds	  in	  vitro,	  the	  tissue	  culture	  tubes	  were	  examined	  daily	  for	  discoloration	  and	  for	  signs	  of	  bacterial	  or	  fungal	  contamination.	  	  Seeds	  with	  discolored	  media	  were	  transferred	  to	  fresh	  50%	  MS	  media.	  	  After	  three	  weeks,	  all	  seeds	  that	  failed	  to	  germinate,	  and	  contaminated	  specimens	  were	  discarded.	  	  Seedlings	  with	  fully	  emerged	  true	  leaves	  were	  transferred	  to	  culture	  tubes	  containing	  10	  mL	  of	  a	  multiplication	  medium	  consisting	  of	  full-­‐strength	  MS	  media	  with	  1.0	  mg/L	  BA	  (6-­‐benzylaminopurine),	  0.1	  mg/L	  IBA	  (indole-­‐3-­‐butryic	  acid),	  and	  0.1	  mg/L	  GA3	  (gibberellic	  acid	  A3)	  (Reed,	  1990),	  that	  had	  been	  autoclaved	  as	  above.	  	  Seedlings	  were	  grown	  under	  the	  same	  conditions	  as	  before	  and	  allowed	  to	  multiply	  until	  they	  fully	  occupied	  the	  available	  tube	  space.	  	  Shoots	  were	  then	  extracted	  from	  each	  tube,	  divided	  under	  sterile	  conditions,	  and	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transferred	  to	  40	  mL	  of	  fresh	  autoclaved	  multiplication	  media	  in	  capped	  baby	  food	  jars.	  	  Shoot	  multiplication	  continued	  via	  repeated	  transfers	  to	  fresh	  multiplication	  media	  until	  a	  sufficient	  quantity	  were	  available	  for	  rooting	  and	  for	  long-­‐term	  storage.	  Rooting	  was	  induced	  on	  autoclaved	  MS	  media	  with	  10.0	  μmol/L	  IBA	  (Skirvin	  et	  al.,	  1981).	  	  Individual	  shoots	  were	  excised	  from	  the	  jars	  and	  placed	  into	  40	  mL	  of	  the	  sterilized	  MS	  rooting	  media	  in	  fresh,	  sterilized	  baby	  food	  jars.	  	  Upon	  robust	  rooting,	  the	  biological	  replicates	  were	  removed	  from	  the	  jars	  and	  washed	  in	  fresh	  warm	  water	  to	  remove	  agarose	  gel.	  	  Roots	  were	  teased	  apart	  by	  hand	  or	  divided	  using	  a	  sharp	  knife.	  	  At	  least	  four	  individual	  rooted	  plants	  were	  potted	  in	  72-­‐cell	  plant	  trays	  containing	  LC1	  “Sunshine	  Mix”	  (Sun	  Gro®	  Horticulture	  Products)	  soilless	  media	  and	  appropriately	  labeled.	  To	  facilitate	  later	  transplanting	  to	  the	  field,	  the	  rooted,	  replicated	  accessions	  were	  acclimated	  to	  greenhouse	  conditions	  for	  two	  weeks	  under	  mist	  operating	  for	  10	  seconds	  at	  10	  minute	  intervals.	  	  The	  replicate	  accessions	  were	  then	  repotted	  to	  18-­‐cell	  plant	  trays	  and	  maintained	  on	  an	  ebb	  and	  flow	  table.	  	  Water	  was	  cycled	  through	  the	  table	  twice	  per	  day.	  	  A	  liquid	  20-­‐20-­‐20	  balanced	  fertilizer	  was	  added	  to	  the	  flow	  once	  a	  week	  to	  encourage	  growth.	  	  After	  six	  weeks,	  flats	  were	  transferred	  to	  an	  outdoor	  bench	  for	  hardening	  off.	  	  Flats	  were	  manually	  irrigated	  once	  a	  day	  for	  two	  weeks.	  
2.3.2 Field	  Design	  The	  experiment	  was	  arranged	  as	  a	  randomized	  complete	  block	  design	  in	  three	  blocks.	  	  Each	  block	  contained	  three	  rows	  that	  ran	  120	  feet	  in	  an	  east-­‐west	  orientation	  and	  were	  nine	  feet	  apart.	  	  Each	  block	  contained	  one	  replicate	  of	  each	  accession.	  	  Plants	  were	  spaced	  three	  feet	  apart	  in	  the	  rows	  per	  recommendation	  of	  Dr.	  John	  Clark	  (personal	  communication)	  in	  a	  computer-­‐generated	  random	  order.	  	  Thus	  each	  of	  the	  three	  blocks	  had	  one	  vegetatively	  propagated	  clone	  of	  each	  accession.	  	  The	  field	  received	  completely	  unobstructed	  sunlight	  throughout	  the	  day.	  To	  kill	  existing	  vegetation	  in	  the	  surveyed	  rows,	  glyphosate	  was	  applied	  two	  weeks	  prior	  to	  planting.	  	  A	  rear-­‐tine	  tiller	  was	  used	  to	  plow	  the	  dead	  vegetation	  into	  the	  soil	  in	  a	  strip	  three	  feet	  wide	  by	  four	  inches	  deep.	  	  A	  furrow	  plow	  carved	  a	  two-­‐inch	  furrow	  down	  the	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center	  of	  each	  row	  to	  receive	  the	  potted	  plants.	  	  At	  the	  time	  of	  planting,	  14	  g	  of	  12-­‐24-­‐6	  granular	  fertilizer	  was	  worked	  into	  the	  soil	  surface	  in	  an	  area	  roughly	  two	  feet	  in	  diameter	  around	  each	  plant.	  	  The	  plants	  were	  watered	  thoroughly	  during	  transplanting,	  then	  irrigated	  manually	  three	  times	  a	  week	  until	  the	  first	  frost.	  	  Weeds	  were	  removed	  manually	  from	  the	  row	  and	  vegetation	  between	  rows	  mowed	  as	  needed	  until	  the	  plants	  were	  mature.	  	  The	  plants	  were	  protected	  during	  the	  first	  winter	  by	  a	  four-­‐inch	  layer	  of	  coarse	  wood	  chips	  placed	  on	  and	  around	  the	  crowns,	  but	  in	  subsequent	  years	  they	  were	  left	  unprotected.	  	  The	  field	  planting	  was	  maintained	  for	  a	  total	  of	  three	  years	  for	  the	  duration	  of	  this	  experiment.	  
2.3.3 DNA	  Preparation	  and	  Sequencing	  In	  2012,	  the	  second	  year	  of	  full	  growth,	  DNA	  was	  acquired	  from	  leaf	  tissue.	  	  To	  avoid	  damaging	  the	  apical	  meristem,	  which	  could	  later	  produce	  primocane-­‐fruiting	  buds,	  leaves	  closer	  than	  1	  cm	  to	  the	  meristem	  were	  avoided.	  	  Up	  to	  three	  immature	  leaves	  were	  harvested	  from	  a	  single	  cane.	  	  These	  were	  pooled	  with	  the	  leaves	  harvested	  from	  the	  other	  replicates	  of	  the	  same	  accession	  number.	  	  Leaf	  tissue	  was	  kept	  in	  individual,	  labeled	  plastic	  bags	  and	  embedded	  in	  crushed	  ice	  until	  the	  harvest	  was	  complete.	  	  Samples	  acquired	  from	  each	  block	  were	  pooled	  by	  their	  UIUA	  accession	  number	  and	  then	  transferred	  to	  a	  -­‐80	  °C	  freezer	  for	  later	  analyses.	  	  	  For	  DNA	  extraction,	  frozen	  leaves	  were	  submerged	  in	  liquid	  nitrogen	  and	  ground	  using	  a	  mortar	  and	  pestle	  until	  powdered.	  	  Because	  midribs	  and	  petioles	  are	  primarily	  cellulosic	  with	  a	  low	  DNA	  content	  per	  unit	  volume,	  fragments	  of	  midribs	  and	  petioles	  were	  removed	  manually	  from	  the	  mortar	  with	  forceps	  prior	  to	  fine	  grinding.	  	  Ground	  tissue	  was	  stored	  in	  50	  mL	  centrifuge	  tubes	  and	  submerged	  in	  liquid	  nitrogen	  until	  sample	  processing	  was	  completed.	  	  The	  tubes	  were	  kept	  in	  the	  -­‐80	  °C	  freezer	  until	  DNA	  isolation	  began.	  DNA	  was	  isolated	  from	  the	  tissue	  using	  the	  CTAB	  protocol	  developed	  by	  Paterson	  et	  al.	  for	  plants	  with	  high	  phenolic	  and	  polysaccharide	  content	  (Paterson	  et	  al.,	  1993),	  followed	  by	  a	  25:24:1	  phenol:chloroform:isoamyl	  alcohol	  purification	  step	  to	  remove	  residual	  proteins.	  DNA	  yields	  were	  low	  in	  the	  first	  round	  of	  tissue	  samples,	  so	  a	  second	  round	  of	  tissue	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collection	  was	  conducted	  the	  following	  growing	  season.	  	  In	  this	  case,	  DNA	  was	  isolated	  using	  the	  Zymo	  Plant/Seed	  DNA	  Kit™	  following	  manufacturer’s	  instructions.	  To	  prepare	  the	  DNA	  for	  restriction-­‐site	  associated	  DNA	  sequencing	  (RAD-­‐seq)	  1	  µg	  of	  DNA	  was	  double	  digested	  with	  0.5	  µl	  (each)	  of	  the	  restriction	  enzymes	  NsiI	  and	  MseI.	  	  Multiplexed	  barcodes	  and	  indexed	  Illumina	  adapters	  were	  ligated	  to	  the	  cut	  ends	  using	  T4	  ligase	  for	  two	  hours	  at	  room	  temperature,	  followed	  by	  a	  20	  minute	  inactivation	  cycle	  at	  65	  
°C.	  	  Four	  (4)	  µl	  of	  the	  adapter-­‐modified	  DNA	  fragments	  were	  enriched	  via	  PCR	  using	  12.5	  µl	  NEB	  Phusion®	  Master	  Mix,	  and	  0.5	  µl	  of	  each	  PCR	  adapter	  primer.	  	  The	  PCR	  program	  was	  initiated	  at	  30	  s	  at	  90	  °C,	  followed	  by	  18	  repetitions	  of	  the	  sequence	  10	  s	  at	  98	  °C,	  30	  s	  and	  65	  
°C,	  30	  s	  at	  72	  °C.	  	  The	  cycle	  was	  terminated	  by	  a	  5	  minute	  hold	  at	  72	  °C,	  followed	  by	  an	  indefinite	  hold	  at	  4	  °C.	  	  PCR	  products	  were	  size	  selected	  for	  200-­‐500	  base	  pair	  (bp)	  fragments	  on	  a	  1%	  agarose	  gel,	  then	  purified	  using	  the	  Promega	  Wizard®	  SV	  Gel	  and	  PCR	  Clean-­‐up	  System.	  DNA	  was	  sequenced	  using	  Illumina®	  HiSeq	  2000	  technology.	  	  Resulting	  barcoded	  sequences	  were	  demultiplexed	  by	  barcode	  using	  the	  process_radtags	  program	  from	  Stacks	  1.07	  (Catchen	  et	  al.,	  2011),	  set	  to	  discard	  uncalled	  bases	  and	  low	  quality	  scores.	  	  Barcode	  rescue	  was	  enabled	  and	  reads	  were	  truncated	  to	  92	  bases	  in	  length.	  
2.3.4 Reference	  Preparation	  The	  R.	  idaeus	  v1.08	  draft	  genome	  (Joshua	  Udall,	  Brigham	  Young	  University,	  pers.	  comm.)	  consisted	  of	  718	  individual	  scaffolds	  ordered	  into	  pseudochromosomes	  via	  unambiguous	  marker	  mappings.	  	  The	  pseudochromosomes	  were	  labeled	  using	  Bushakra	  et	  
al.’s	  renumbering	  system	  (2012),	  from	  RLG1	  (raspberry	  linkage	  group	  #1)	  to	  RLG7	  .	  	  This	  is	  the	  same	  draft	  genome	  used	  by	  Ward	  et	  al.	  (2013)	  to	  produce	  their	  high-­‐density	  raspberry	  linkage	  map.	  	  Table	  2.1	  provides	  summary	  statistics	  about	  the	  scaffolds.	  In	  the	  original	  pseudochromosome	  data	  set,	  divisions	  between	  scaffolds	  were	  indicated	  by	  an	  embedded	  series	  of	  ten	  hyphens.	  	  As	  this	  violates	  the	  common	  conventions	  regarding	  the	  formatting	  of	  FASTA	  data	  (National	  Center	  for	  Biotechnology	  Information,	  2007),	  the	  hyphens	  were	  replaced	  with	  a	  series	  of	  undefined	  base	  call	  symbols	  (“N”)	  to	  represent	  a	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distance	  of	  unknown	  length	  separating	  each	  scaffold.	  	  Although	  it	  was	  impossible	  to	  know	  the	  exact,	  physical	  distance	  separating	  each	  scaffold	  from	  its	  nearest	  neighbors,	  a	  block	  of	  64,000	  “N”s	  was	  inserted	  between	  each	  scaffold.	  	  This	  was	  done	  to	  eliminate	  the	  possibility	  of	  reads	  aligning	  across	  scaffolds.	  The	  R.	  idaeus	  reference	  was	  not	  masked.	  	  De	  novo	  repeats	  in	  the	  raspberry	  reference	  genome	  were	  identified	  using	  LTR_STRUC	  (McCarthy	  and	  McDonald,	  2003),	  ltrharvest	  (GenomeTools	  1.5.1)	  (Ellinghaus	  et	  al.,	  2008),	  and	  RepeatModeler-­‐open	  1.0.7	  (Smit	  and	  Hubley,	  2008).	  	  Additional	  repeat	  databases	  used	  for	  masking	  included	  those	  from	  Fragaria,	  
Malus,	  Prunus,	  and	  Pyrus	  downloaded	  from	  the	  Genome	  Database	  for	  the	  Rosaceae	  (Jung	  et	  
al.,	  2004;	  Jung	  et	  al.,	  2008;	  Jung	  et	  al.,	  2014),	  RepBase	  Update	  18.11	  (Jurka	  et	  al.,	  2005),	  and	  The	  Institute	  for	  Genomic	  Research	  (TIGR)	  2008	  update	  (Ouyang	  and	  Buell,	  2004).	  	  The	  reference	  was	  masked	  using	  RepeatMasker	  4.0.3	  (Smit	  et	  al.,	  1996)	  in	  parallel	  sensitive	  mode	  using	  the	  NCBI	  rmblastn	  engine	  and	  a	  cutoff	  of	  250.	  
2.3.5 Reference	  Alignment	  and	  Genotype	  Variant	  Calling	  Demultiplexed	  reads	  were	  aligned	  to	  the	  masked	  reference	  genome	  using	  Novoalign	  (3.01.02)	  with	  a	  gap	  size	  of	  three	  and	  hard	  clipping	  of	  trailing	  bases	  with	  a	  quality	  less	  than	  two.	  	  The	  resulting	  SAM	  alignment	  files	  were	  sorted	  by	  coordinate	  into	  the	  BAM	  format	  prior	  to	  read	  group	  assignment.	  	  Read	  groups	  were	  required	  by	  the	  Genome	  Analysis	  Toolkit	  (GATK,	  version	  2.8.1)	  (DePristo	  et	  al.,	  2011;	  The	  GATK	  Development	  Team,	  2014)	  to	  differentiate	  the	  sequencing	  center,	  sequencing	  platform	  and	  platform	  unit,	  library	  name,	  and	  sample	  name	  in	  the	  pooled	  data.	  	  Read	  group	  information	  is	  used	  by	  the	  GATK	  Bayesian	  genotyping	  probability	  model	  to	  increase	  confidence	  in	  the	  genotype	  variant	  call.	  	  PicardTools	  v1.101	  (Picard,	  2013)	  was	  used	  for	  these	  elementary	  data	  formatting	  tasks	  and	  for	  indexing	  the	  data.	  	  Sequences	  were	  realigned	  around	  indels	  using	  the	  GATK	  RealignerTargetCreator	  and	  IndelRealigner	  modules,	  with	  a	  depth	  of	  coverage	  adjusted	  to	  3000	  to	  avoid	  down-­‐sampling	  artifacts.	  SNP	  genotype	  variants	  were	  called	  on	  a	  per-­‐breeding	  line	  basis	  using	  data	  pooled	  by	  “UIUA”	  serial	  number.	  	  The	  GATK	  UnifiedGenotyper	  was	  used	  to	  call	  genotype	  variants	  in	  the	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pooled	  data	  using	  the	  following	  settings:	  genotype	  likelihood	  model	  “SNP”,	  depth	  of	  coverage	  20,000,	  a	  standard	  minimum	  phred-­‐scaled	  confidence	  for	  genotype	  calling	  and	  variant	  emission	  ("stand_call_conf"	  and	  "stand_emit_conf")	  of	  30,	  and	  a	  sample	  ploidy	  of	  4.	  	  Genotyped	  loci	  were	  stored	  as	  Variant	  Call	  Format	  (VCF)	  v4.1	  files	  (Figure	  2.2).	  Genotyped	  loci	  were	  assigned	  marker	  names	  based	  upon	  the	  raspberry	  linkage	  group	  (RLG)	  to	  which	  they	  aligned,	  their	  aligned	  position	  in	  the	  reference,	  and	  the	  reference	  base	  at	  that	  position.	  	  For	  example,	  the	  first	  SNP	  marker	  in	  Figure	  2.2	  would	  be	  labeled	  “RLG1-­‐14.881.421-­‐C”.	  	  This	  convention	  makes	  decoding	  the	  marker	  names	  trivial.	  	  Using	  the	  previous	  label	  as	  an	  example,	  the	  marker	  maps	  to	  RLG1	  at	  position	  14,881,421	  where	  the	  reference	  base	  call	  of	  C	  was	  observed.	  	  The	  convention	  of	  using	  a	  full	  stop	  (.)	  instead	  of	  a	  comma	  within	  the	  locus	  reference	  positions	  was	  adopted	  because	  marker	  data	  was	  frequently	  assembled	  into	  large	  comma-­‐separated	  value	  files	  (CSV	  files)	  for	  processing.	  	  Commas	  in	  the	  marker	  names	  would	  have	  required	  special	  handling.	  Following	  genotypic	  variant	  calling,	  marker	  loci	  were	  hard-­‐filtered	  by	  read	  depth.	  	  Loci	  with	  a	  read	  depth	  less	  than	  32x	  or	  greater	  than	  512x	  were	  rejected:	  the	  former	  to	  obtain	  a	  mean	  read	  depth	  of	  8×	  for	  each	  chromosome	  (assuming	  a	  normal	  distribution	  of	  reads	  at	  each	  locus);	  the	  latter	  to	  reduce	  reads	  aligned	  to	  unmasked	  repetitive	  sequences.	  	  The	  upper	  bound	  for	  loci	  rejection	  was	  calculated	  by	  observing	  the	  inverse	  relationship	  between	  read	  depth	  and	  the	  number	  of	  loci	  across	  all	  aligned	  sequences	  from	  both	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  (Figures	  2.3	  and	  2.4).	  	  A	  maximum	  read	  depth	  of	  512	  was	  chosen	  because	  it	  is	  a	  multiple	  of	  four	  (a	  mean	  read	  depth	  of	  128	  per	  chromosome	  assuming	  a	  normal	  distribution	  of	  reads	  acquired	  from	  each),	  and	  because	  the	  number	  of	  loci	  at	  greater	  depths	  asymptotically	  approached	  zero.	  The	  hard-­‐filtered	  data	  files	  were	  filtered	  again	  to	  extract	  biallelic	  SNP	  markers	  with	  either	  nulliplex	  (null	  dose	  –	  homozygous	  for	  one	  allele,	  e.g.	  “AAAA”)	  or	  simplex	  (single	  dose	  –	  heterozygous	  with	  a	  3:1	  allele	  ratio,	  e.g.	  “AAAT”)	  genotypes.	  	  Markers	  in	  the	  nulliplex	  ×	  simplex	  (n×s),	  simplex	  ×	  nulliplex	  (s×n),	  and	  simplex	  ×	  simplex	  (s×s)	  configurations	  at	  a	  shared	  locus	  between	  parents	  are	  informative.	  	  These	  should	  produce	  progeny	  that	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segregate	  in	  1:1	  and	  1:2:1	  ratios,	  equivalent	  to	  those	  in	  the	  JoinMap®	  CP	  population	  type	  for	  outcrossing	  species.	  	  Progeny	  that	  have	  genotypes	  segregating	  in	  ratios	  significantly	  different	  than	  these	  are	  considered	  “distorted”.	  	  The	  following	  marker	  dosage	  configurations	  are	  equivalent	  to	  the	  preceding	  classifications,	  and	  were	  passed	  through	  the	  filter	  as	  well:	  quadriplex	  ×	  triplex,	  triplex	  ×	  quadriplex,	  and	  triplex	  ×	  triplex,	  respectively.	  	  	  Variant	  calls	  in	  the	  population	  were	  compared	  against	  the	  list	  of	  genotypes	  expected	  assuming	  gametes	  formed	  by	  random	  chromosome	  assortment	  (RCSA)	  (Table	  2.2).	  	  For	  initial	  mapping	  purposes,	  unexpected	  variant	  calls	  were	  considered	  to	  be	  artifacts	  of	  sequencing	  errors	  or	  genotype	  calling	  errors	  and	  reclassified	  as	  unknown.	  	  (See	  below	  for	  a	  discussion	  concerning	  identification	  of	  double	  reduction	  products.)	  To	  ensure	  sufficient	  quality	  of	  the	  genotype	  calls	  across	  loci	  and	  accessions,	  individual	  loci	  and	  entire	  accessions	  were	  discarded	  if	  the	  number	  of	  missing	  data	  points	  exceeded	  a	  pre-­‐set	  threshold.	  	  Removal	  of	  poor	  loci	  or	  accessions	  missing	  too	  many	  genotype	  calls	  was	  necessary	  to	  eliminate	  artificial	  segregation	  distortion	  and	  inaccurately	  calculated	  recombination	  frequencies.	  Quality	  control	  of	  the	  loci	  and	  replicates	  was	  accomplished	  via	  a	  custom	  computer	  program	  designed	  to	  evaluate	  individual	  loci	  and	  accessions	  for	  missing	  data,	  and	  to	  exclude	  them	  from	  the	  set	  if	  the	  number	  of	  missing	  data	  points	  exceeded	  a	  critical	  threshold.	  	  The	  program	  eliminated	  poor	  quality	  data	  in	  stages,	  alternating	  between	  removal	  of	  loci	  and	  removal	  of	  individuals,	  until	  no	  further	  loci	  or	  individual	  accessions	  were	  excluded.	  	  In	  the	  first	  round,	  a	  marker	  was	  discarded	  if	  genotype	  calls	  at	  that	  locus	  were	  missing	  from	  more	  than	  50%	  of	  the	  individual	  accessions.	  	  Individual	  accessions	  were	  discarded	  if	  after	  the	  first	  pass	  of	  locus	  elimination	  more	  than	  50%	  of	  the	  genotypes	  across	  all	  loci	  were	  missing.	  	  This	  process	  was	  repeated	  until	  no	  further	  markers	  or	  accessions	  were	  discarded.	  	  The	  threshold	  was	  then	  lowered	  30%	  and	  the	  both	  loci	  and	  accessions	  inspected	  repeatedly	  until	  no	  further	  changes	  to	  the	  data	  were	  detected.	  	  In	  the	  final	  phase,	  accessions	  missing	  15%	  or	  more	  of	  the	  data	  were	  eliminated.	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The	  genotypes	  of	  the	  remaining	  markers	  and	  accessions	  were	  evaluated	  for	  segregation	  distortion	  at	  each	  locus.	  	  A	  chi-­‐square	  test	  for	  expected	  genotypic	  ratios	  under	  random	  chromosome	  assortment	  as	  presented	  in	  Table	  2.2	  was	  performed	  (α	  =	  0.01).	  	  Marker	  loci	  failing	  the	  test	  were	  rejected.	  Markers	  passing	  all	  filters	  were	  scored	  for	  the	  JoinMap®	  CP	  population	  type	  using	  the	  “lmxll”	  (simplex	  ×	  nulliplex),	  “nnxnp”	  (nulliplex	  ×	  simplex),	  and	  “hkxhk”	  (simplex	  ×	  simplex)	  codes,	  and	  automatically	  converted	  to	  the	  JoinMap®	  .loc	  file	  format.	  	  A	  total	  of	  2118	  s×n	  (lmxll),	  1759	  n×s	  (nnxnp),	  and	  679	  s×s	  (hkxhk)	  markers	  were	  available	  for	  mapping.	  
2.3.6 Marker	  Ordering,	  Mapping,	  and	  Refinement	  JoinMap®	  4.1	  (Stam,	  1993)	  was	  used	  to	  create	  the	  linkage	  maps.	  	  To	  produce	  the	  final	  maps,	  only	  the	  “lmxll”	  and	  “nnxnp”	  genotypic	  segregation	  codes	  were	  used,	  and	  these	  were	  treated	  individually.	  	  Ascertainment	  of	  final	  marker	  phasing	  was	  confounded	  when	  “lmxll”,	  “nnxnp”,	  and	  “hkxhk”	  coded	  data	  was	  combined	  into	  a	  single	  data	  set.	  	  With	  more	  experience	  in	  the	  identification	  of	  correct	  phasing	  of	  the	  haplotypes	  it	  may	  be	  possible	  to	  restore	  the	  additional	  679	  markers	  and	  thus	  increase	  map	  density	  in	  both	  parents.	  	  For	  the	  remainder	  of	  this	  analysis,	  the	  “hkxhk”	  markers	  were	  regretfully	  omitted.	  As	  a	  final	  quality	  check,	  the	  similarity	  of	  loci	  across	  the	  population	  was	  determined	  and	  identical	  loci	  were	  removed	  prior	  to	  calculation	  of	  the	  groupings	  tree.	  	  Groups	  with	  a	  likelihood	  of	  odds	  score	  (LOD	  score)	  greater	  than	  seven	  were	  selected	  for	  mapping.	  	  In	  ‘Chester’	  one	  grouping	  with	  LOD	  =	  10,	  the	  maximum	  calculated,	  contained	  SNP	  markers	  aligned	  to	  two	  distinct	  raspberry	  linkage	  groups,	  RLG1	  and	  RLG2.	  	  Upon	  inspecting	  the	  data	  and	  mapping	  the	  entire	  group,	  it	  became	  clear	  that	  a	  small	  number	  of	  markers	  were	  conjoining	  two	  separate	  linkage	  groups.	  	  This	  conjoined	  group	  was	  manually	  split	  by	  alternately	  excluding	  loci	  from	  one	  group	  when	  calculating	  the	  marker	  ordering	  and	  spacing	  for	  the	  alternate.	  	  It	  is	  hypothesized	  that	  the	  markers	  from	  RLG1	  and	  RLG2	  would	  group	  separately	  at	  LOD	  scores	  greater	  than	  the	  maximum	  of	  10.0.	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The	  maximum	  likelihood	  mapping	  algorithm	  (Van	  Ooijen,	  2011)	  was	  used	  for	  marker	  ordering	  with	  the	  following	  settings:	  a	  chain	  length	  of	  2,000;	  a	  burn-­‐in	  chain	  length	  of	  10,000;	  five	  Monte	  Carlo	  EM	  cycles;	  and,	  a	  Monte	  Carlo	  EM	  cycle	  chain	  length	  of	  2,000.	  JoinMap®	  (Stam,	  1993)	  is	  incapable	  of	  identifying	  linkage	  phase	  in	  a	  tetraploid.	  	  Phasing	  determines	  whether	  or	  not	  two	  markers	  are	  on	  the	  same	  physical	  chromosome	  (coupling	  phase)	  or	  one	  of	  the	  homologous	  chromosomes	  (repulsion	  phase).	  	  Occasionally	  markers	  observed	  to	  be	  in	  repulsion	  phase	  in	  Tablet	  (Milne	  et	  al.,	  2013)	  would	  be	  assigned	  to	  the	  same	  initial	  grouping,	  resulting	  in	  disordered	  loci	  with	  respect	  to	  alignment	  positions	  in	  the	  reference.	  	  The	  confounded	  maps	  displayed	  characteristic	  patterns	  of	  marker	  orderings	  that	  made	  identification	  of	  phasing	  issues	  obvious	  (Figure	  2.5).	  Although	  the	  linkage	  phase	  in	  JoinMap®	  is	  calculated	  assuming	  diploid	  genotypes,	  the	  phase	  may	  be	  used	  to	  identify	  and	  split	  confounded	  groups	  into	  the	  correct	  haplotypes.	  	  To	  accomplish	  this	  separation,	  markers	  from	  the	  opposing	  phase	  ({0,-­‐}	  vs.	  {1,-­‐})	  were	  excluded	  during	  ordering	  and	  spacing	  (Figure	  2.6)	  to	  produce	  a	  linkage	  group	  corresponding	  to	  a	  single	  haplotype.	  	  These	  split	  groups	  were	  inspected	  repeatedly	  for	  clustered	  repeat	  loci	  (described	  below)	  until	  no	  further	  changes	  to	  marker	  orderings	  were	  observed.	  	  The	  selection	  of	  markers	  was	  then	  inverted	  and	  the	  process	  repeated	  to	  produce	  the	  second	  group.	  	  The	  need	  to	  implement	  this	  solution	  was	  infrequent:	  most	  linkage	  groups	  were	  separated	  correctly	  by	  the	  four	  linkage	  group	  criteria	  implemented	  in	  JoinMap®:	  independence	  test	  LOD	  score,	  linkage	  LOD	  score,	  independence	  test	  p-­‐value,	  and	  recombination	  frequency.	  	  When	  visual	  confirmation	  was	  considered	  helpful,	  the	  aligned	  reads	  were	  inspected	  manually	  in	  Tablet	  (Milne	  et	  al.,	  2013)	  for	  evidence	  of	  haplotypes	  (Figure	  2.7).	  Infrequently,	  markers	  separated	  by	  large	  distances	  in	  the	  R.	  idaeus	  reference	  mapped	  to	  the	  same	  locus	  in	  the	  blackberry	  linkage	  maps	  (Figure	  2.8).	  	  These	  mappings	  were	  considered	  spurious	  if	  the	  distance	  separating	  them	  exceeded	  15%	  of	  the	  total	  length	  of	  the	  raspberry	  linkage	  group	  to	  which	  they	  were	  aligned.	  	  These	  markers	  were	  excluded	  within	  JoinMap®,	  and	  the	  remaining	  markers	  were	  re-­‐ordered,	  mapped,	  and	  inspected	  for	  further	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evidence	  of	  spurious	  clustering	  until	  no	  further	  changes	  were	  observed.	  	  Once	  no	  further	  revisions	  to	  the	  maps	  were	  required,	  they	  were	  declared	  complete.	  	  The	  final	  productions	  may	  be	  inspected	  in	  Appendix	  A.	  
2.3.7 QTL	  for	  Thornlessness	  and	  Primocane	  Flowering	  In	  the	  third	  season	  of	  growth,	  the	  thornless	  trait	  was	  scored	  in	  the	  field	  using	  a	  0	  to	  4	  scale.	  	  “0”	  represented	  the	  complete	  absence	  of	  thorns	  and	  “4”	  represented	  the	  maximum	  degree	  of	  thorniness.	  	  Thorns	  were	  evaluated	  based	  on	  their	  perceived	  density	  and	  abundance.	  	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  used	  as	  the	  exemplar	  for	  the	  highest	  level	  since	  no	  overdominance	  or	  transgressive	  segregation	  was	  observed	  during	  preliminary	  population	  surveys.	  	  Each	  cane	  was	  divided	  into	  three	  regions	  of	  equal	  length,	  labeled	  “top”,	  “middle”,	  and	  “bottom”.	  	  Several	  canes	  from	  each	  accession	  were	  evaluated	  for	  thorniness	  in	  these	  regions.	  	  Multiple	  canes	  were	  examined	  and	  a	  subjective	  mean	  for	  all	  canes	  was	  assigned	  for	  each	  of	  the	  three	  regions	  for	  each	  accession.	  Observations	  were	  made	  for	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  in	  the	  fall	  of	  the	  second	  full	  season	  of	  mature	  growth	  (2013).	  	  The	  degree	  of	  flowering	  was	  recorded	  using	  a	  0	  to	  1	  scale:	  0	  =	  no	  primocane	  flowering	  (none),	  0.5	  =	  scattered	  flowers	  observed	  on	  one	  cane	  or	  sporadically	  across	  all	  canes	  (partial),	  1	  =	  full	  panicles	  of	  flowers	  on	  more	  than	  one	  cane	  (full).	  	  Data	  was	  collected	  in	  2012	  for	  primocane	  flowering.	  	  It	  was	  not	  figured	  into	  this	  analysis	  due	  to	  concerns	  over	  expression	  of	  the	  trait	  in	  immature	  individuals	  (Lopez-­‐Medina	  
et	  al.,	  2000).	  Cane	  erectness	  was	  evaluated	  in	  2013	  on	  a	  0	  to	  4	  scale:	  0	  =	  trailing	  canes,	  prostrate	  along	  the	  soil	  surface;	  1=	  low	  growing,	  mound	  forming,	  cane	  angle	  at	  soil	  level	  ≤	  30°	  off	  vertical;	  2	  =	  mound	  forming,	  cane	  angle	  at	  soil	  level	  30°	  to	  60°	  off	  vertical;	  3	  =	  semi-­‐erect,	  cane	  angle	  estimate	  at	  soil	  level	  between	  60°	  to	  90°,	  with	  arching	  canes;	  and,	  4	  =	  fully	  erect,	  little	  to	  no	  arching	  of	  canes.	  	  Canes	  were	  not	  evaluated	  for	  erectness	  in	  2012.	  	  This	  was	  to	  ensure	  that	  the	  plants	  were	  sufficiently	  physiologically	  mature	  to	  express	  their	  true	  growth	  habit.	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Due	  to	  the	  density	  of	  plants	  in	  the	  row	  and	  the	  subjective	  nature	  of	  trait	  evaluation,	  each	  individual	  plant	  was	  scored	  from	  both	  the	  north	  and	  south	  sides	  of	  the	  row,	  with	  the	  measures	  recorded	  separately.	  	  The	  least	  squares	  mean	  (LSM)	  value	  (estimated	  marginal	  mean	  –	  denoted	  here	  as	  μ(LSM)	  to	  distinguish	  it	  from	  the	  normal	  mean)	  across	  all	  blocks	  was	  calculated	  using	  PROC	  MIXED	  in	  the	  SAS	  software,	  version	  9.3	  of	  the	  SAS	  System	  for	  Windows	  (SAS,	  2011).	  	  μ(LSM)	  was	  used	  to	  estimate	  the	  overall	  expression	  level	  of	  the	  thornless,	  primocane-­‐fruiting,	  and	  growth	  habit	  traits	  on	  a	  per-­‐replicate	  basis.	  Additional	  data	  were	  collected	  in	  2013	  regarding	  midrib	  and	  petiole	  prickle	  density,	  flower	  color,	  fruit	  size,	  and	  fruit	  mass.	  	  It	  awaits	  analysis	  at	  this	  time.	  QTL	  data	  were	  analyzed	  using	  two	  methods:	  as	  phenotypic	  markers	  in	  JoinMap®	  and	  through	  multipoint	  interval	  mapping	  in	  MapQTL®	  (Van	  Ooijen,	  2004)	  using	  the	  default	  settings.	  	  In	  JoinMap®,	  thornlessness	  and	  primocane	  fruiting	  were	  treated	  as	  nulliplex	  markers	  in	  their	  respective	  parents.	  	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  assumed	  to	  be	  heterozygous	  duplex	  for	  the	  thornlessness	  gene	  s	  (genotype	  SSss)	  based	  upon	  the	  pedigree.	  	  The	  genotype	  of	  the	  primocane	  fruiting	  locus	  in	  ‘Chester’	  was	  deduced	  to	  be	  duplex	  (FFff).	  	  Although	  the	  progeny	  segregated	  in	  a	  5:1	  phenotypic	  ratio	  for	  thorniness	  and	  floricane	  fruiting,	  the	  traits	  were	  scored	  as	  if	  simplex	  and	  the	  phenotypic	  markers	  were	  segregating	  in	  a	  1:1	  ratio.	  	  The	  phenotypic	  markers	  were	  added	  to	  the	  nulliplex	  ×	  simplex	  and	  simplex	  ×	  nulliplex	  data	  sets	  used	  in	  JoinMap®.	  
2.4 Results	  
2.4.1 Tissue	  Culture	  and	  Population	  Establishment	  Of	  the	  964	  seeds	  recovered	  from	  the	  ‘Chester’	  ×	  ‘Prime-­‐Jim’	  hybridization,	  195	  germinated.	  	  Twenty-­‐six	  of	  these	  produced	  weak	  callus	  and	  were	  discarded,	  leaving	  an	  overall	  germination	  rate	  of	  17%.	  	  Poor	  germination	  may	  be	  attributed	  to	  inbreeding	  depression	  as	  well	  as	  unfavorable	  weather	  conditions	  during	  the	  week	  the	  cross	  was	  performed	  (John	  R.	  Clark,	  University	  of	  Arkansas,	  pers.	  comm.).	  	  Of	  the	  169	  seedlings	  remaining,	  49	  were	  weak	  and	  failed	  to	  develop	  beyond	  cotyledon	  emergence	  or	  past	  the	  first	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true	  leaf	  stage.	  	  Twelve	  were	  lost	  to	  contamination.	  	  Of	  the	  108	  surviving	  lines	  planted	  as	  replicates	  in	  the	  summer	  of	  2010,	  two	  failed	  to	  survive	  the	  first	  winter.	  Seeds	  placed	  into	  tissue	  culture	  were	  given	  the	  prefix	  UIUA	  (University	  of	  Illinois	  /	  University	  of	  Arkansas)	  and	  a	  sequence	  number,	  e.g.	  UIUA-­‐254.	  	  This	  numbering	  scheme	  left	  gaps	  in	  the	  sequence	  as	  seeds	  failed	  to	  germinate,	  died,	  or	  became	  contaminated.	  	  Hence	  the	  range	  of	  accession	  number	  values	  reported	  in	  Tables	  2.3	  and	  2.4.	  
2.4.2 Sequencing	  Results	  Demultiplexing	  of	  the	  barcoded	  sequences	  resulted	  in	  a	  total	  of	  457,001,527	  (457M)	  reads	  for	  all	  108	  individuals.	  	  The	  mean	  number	  of	  reads	  across	  all	  accessions	  was	  4,231,496,	  with	  standard	  deviation	  of	  1,501,398	  (Table	  2.3,	  Table	  2.4,	  Figure	  2.9,	  and	  Figure	  2.10).	  	  ‘Chester’	  had	  8.9	  M	  reads	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  7.7	  M.	  	  Four	  replicates	  had	  fewer	  than	  2	  M	  reads:	  UIUA-­‐386,	  UIUA-­‐616,	  UIUA-­‐228,	  and	  UIUA-­‐390.	  	  Unfortunately,	  UIUA-­‐386	  inherited	  the	  recessive	  thornless	  trait,	  and	  UIUA-­‐616	  was	  primocane	  fruiting.	  	  Due	  to	  low	  coverage,	  these	  individuals	  were	  later	  excluded	  by	  the	  software	  for	  lacking	  a	  sufficient	  number	  of	  markers	  during	  the	  quality	  assurance	  filtering.	  
2.4.3 Reference	  Preparation	  The	  R.	  idaeaus	  draft	  v1.08	  consists	  of	  718	  scaffolds	  distributed	  unevenly	  and	  with	  large	  variance	  in	  both	  abundance	  and	  length	  across	  the	  seven	  pseudochromosomes	  (Table	  2.1).	  	  Raspberry	  linkage	  group	  (RLG)	  six	  (RLG6)	  was	  the	  most	  fragmented	  with	  178	  scaffolds,	  and	  RLG7	  the	  least	  with	  62.	  	  Scaffold	  sizes	  ranged	  from	  2010	  bases	  (RLG4)	  to	  3,268,117	  bases	  (RLG2)	  in	  length.	  	  The	  mean	  was	  197,808	  bases	  and	  standard	  deviation	  357,121.	  There	  were	  12,656	  regions	  of	  undefined	  base	  calls	  embedded	  within	  the	  raspberry	  reference	  scaffolds	  (Table	  2.5).	  	  The	  maximum	  distance	  spanned	  by	  a	  region	  of	  uninterrupted	  undefined	  base	  calls	  was	  16,084	  bases.	  	  The	  mean	  and	  standard	  deviation	  were	  2,621	  and	  3,307	  bases,	  respectively.	  Unfortunately,	  the	  R.	  idaeus	  draft	  reference	  is	  lacking	  approximately	  60%	  of	  its	  potential	  content.	  	  The	  reference	  consists	  of	  108,854,028	  called	  bases	  and	  33,171,859	  uncalled	  bases	  (Table	  2.6).	  	  The	  GC	  content	  of	  the	  reference	  was	  determined	  to	  be	  37%.	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Assuming	  a	  genome	  size	  of	  275	  Mbp	  (megabase	  pairs)	  (Graham	  et	  al.,	  2004),	  approximately	  166	  Mbp	  (60%)	  remains	  to	  be	  sequenced.	  The	  scaffolds	  were	  concatenated	  together	  with	  blocks	  of	  64,000	  uncalled	  bases	  to	  eliminate	  alignment	  of	  reads	  across	  scaffold	  boundaries.	  	  The	  number	  was	  chosen	  to	  be	  4×	  larger	  than	  the	  largest	  identified	  gap.	  	  This	  number	  is	  rather	  arbitrary;	  perhaps	  it	  would	  have	  been	  better	  to	  use	  the	  mean	  gap	  size	  of	  187,000	  bases,	  calculated	  by	  dividing	  166	  Mbp	  by	  the	  number	  of	  gaps.	  	  In	  general,	  this	  issue	  is	  immaterial	  because	  the	  mapping	  of	  molecular	  markers	  is	  based	  on	  recombination	  frequencies	  observed	  in	  the	  population	  not	  the	  aligned	  reference	  position.	  	  The	  reference-­‐based	  positions	  of	  the	  SNPs	  are	  simply	  informative	  about	  their	  relative	  location	  within	  the	  incomplete	  draft	  reference.	  The	  de	  novo	  repeat	  sequences	  identified	  using	  ltrharvest,	  RepeatModeler,	  and	  LTR_STRUC	  masked	  a	  total	  of	  24,502,076	  bases	  in	  (22.51%	  of)	  the	  genome	  (Table	  2.7).	  	  The	  final	  percentage	  masked	  by	  all	  databases	  was	  26.98%.	  	  The	  repeat	  databases	  from	  the	  Genome	  Database	  for	  the	  Rosaceae	  (Fragaria,	  Prunus,	  Malus,	  and	  Pyrus)	  (Jung	  et	  al.,	  2004),	  The	  Institute	  for	  Genomic	  Research	  (TIGR)	  (Ouyang	  and	  Buell,	  2004),	  and	  RepBase	  Update	  18.12	  (Jurka	  et	  al.,	  2005),	  masked	  an	  additional	  4.47%	  of	  the	  total	  DNA.	  	  The	  incremental	  improvement	  in	  masked	  coverage	  may	  not	  have	  justified	  the	  extra	  computational	  time	  required	  to	  perform	  the	  masking	  operations.	  	  When	  RepeatMasker	  was	  run	  using	  four	  threads	  with	  the	  full	  database,	  the	  masking	  operations	  took	  3.5	  days	  on	  a	  modest	  computing	  platform	  (a	  64-­‐bit,	  256	  GB,	  48	  core	  system	  running	  Ubuntu	  12.04).	  
2.4.4 Linkage	  Mapping	  and	  Linkage	  Groups	  A	  total	  of	  1,066,266	  marker	  loci	  were	  called	  in	  both	  parents.	  	  A	  total	  of	  2,118	  simplex	  ×	  nulliplex	  markers	  (scored	  “lmxll”	  in	  JoinMap®)	  in	  79	  accessions	  for	  the	  mapping	  of	  ‘Chester’	  and	  1,759	  nulliplex	  ×	  simplex	  (scored	  “nnxnp”)	  in	  82	  accessions	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  remained	  after	  filtering.	  	  Fewer	  than	  0.2%	  of	  the	  markers	  met	  the	  filtering	  criteria.	  	  The	  number	  of	  individual	  accessions	  differs	  in	  the	  data	  sets	  for	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  because	  the	  markers	  were	  separated	  by	  genotypic	  classes	  (simplex	  ×	  nulliplex,	  etc.)	  before	  excluding	  loci	  and	  accessions	  missing	  excessive	  data.	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Naming	  of	  the	  linkage	  groups	  follows	  the	  convention	  used	  within	  the	  reference	  pseudochromosome	  to	  which	  the	  markers	  were	  aligned:	  RLG1	  –	  RLG7.	  	  The	  designations	  “Ch/”	  and	  “PJ/”	  were	  prepended	  to	  the	  linkage	  group	  name	  to	  indicate	  the	  parental	  source	  of	  markers:	  e.g.	  “Ch/RLG1”	  is	  a	  linkage	  group	  from	  ‘Chester’	  mapping	  to	  RLG1.	  	  Homologous	  linkage	  groups	  were	  sub-­‐numbered	  according	  to	  total	  map	  distance	  spanned,	  in	  increasing	  order:	  PJ/RLG1-­‐1	  is	  longer	  than	  PJ/RLG1-­‐2,	  and	  so	  forth,	  and	  were	  given	  letter	  designations	  if	  they	  were	  part	  of	  the	  same	  groupings	  tree	  in	  JoinMap	  but	  were	  unable	  to	  be	  joined.	  Linkage	  groups	  corresponding	  to	  each	  of	  the	  seven	  pseudochromosomes	  of	  the	  Rubus	  
idaeus	  reference	  and	  theoretically	  to	  their	  homeologous	  equivalents	  in	  blackberry	  were	  discovered	  in	  the	  present	  study.	  	  These	  may	  be	  found	  in	  Appendix	  A,	  and	  the	  complete	  map	  data	  found	  in	  Appendix	  B.	  	  There	  were	  29	  linkages	  groups	  created	  for	  ‘Chester’	  and	  31	  for	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  Some	  of	  the	  linkage	  groups	  are	  fragmentary,	  and	  are	  restricted	  to	  one	  end	  of	  the	  linkage	  group.	  	  	  The	  maps	  for	  ‘Chester’	  included	  1,244	  markers	  spanning	  1,059.1	  cM	  with	  a	  mean	  marker	  separation	  of	  2.3	  cM.	  	  The	  maps	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  included	  1,135	  markers	  spanning	  1,024.6	  cM,	  with	  an	  mean	  marker	  separation	  of	  2.5	  cM.	  	  The	  longest	  linkage	  group	  identified	  was	  Ch/RLG4-­‐1	  at	  192.0	  cM	  in	  ‘Chester’	  and	  PJ/RLG5-­‐1	  at	  234.1	  cM	  in	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  The	  shortest	  groups	  were	  obviously	  unmerged	  fragments	  of	  unidentified	  larger	  linkage	  groups.	  
2.4.5 QTL	  Mapping	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  the	  only	  individual	  in	  the	  population	  to	  exhibit	  unmistakable	  primocane	  flowering	  and	  fruiting,	  for	  which	  all	  six	  observations	  (two	  per	  accession	  across	  three	  blocks)	  were	  scored	  “1”.	  	  Thirty	  of	  106	  accessions	  expressed	  some	  degree	  of	  primocane	  flowering.	  	  Primocane	  floral	  buds	  were	  entirely	  absent	  from	  the	  remaining	  76	  lines	  and	  from	  the	  parent	  ‘Chester’.	  Lopez-­‐Medina,	  et	  al.	  (Lopez-­‐Medina	  et	  al.,	  2000),	  determined	  that	  primocane	  fruiting	  is	  under	  the	  control	  of	  a	  single	  recessive	  gene	  at	  the	  primocane	  fruiting	  locus	  F,	  with	  an	  unknown	  number	  of	  modifier	  genes	  hypothesized	  to	  control	  the	  degree	  and	  initiation	  of	  flowering.	  	  The	  genotype	  of	  ‘Prime-­‐Jim’	  is	  ffff.	  	  The	  genotype	  of	  ‘Chester’	  at	  the	  primocane-­‐
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fruiting	  locus	  F	  was	  unknown.	  	  In	  a	  search	  of	  the	  literature,	  no	  documented	  instances	  of	  primocane	  fruiting	  had	  been	  recorded	  for	  any	  of	  ‘Chester’s	  ancestors	  or	  for	  any	  offspring	  of	  its	  progenitors,	  and	  in	  the	  trials	  leading	  to	  the	  release	  of	  ‘Chester’,	  no	  sibling	  expressing	  the	  fall-­‐bearing	  trait	  had	  been	  observed	  (Robert	  M.	  Skirvin,	  pers.	  comm.).	  	  From	  this	  information	  it	  was	  possible	  to	  exclude	  ffff	  as	  the	  genotype.	  	  Because	  some	  of	  the	  offspring	  in	  the	  present	  study	  were	  fall-­‐bearing,	  the	  genotype	  of	  ‘Chester’	  was	  unlikely	  to	  have	  been	  homozygous	  dominant	  FFFF.	  	  Therefore	  it	  must	  be	  heterozygous.	  To	  identify	  the	  most	  likely	  genotype	  for	  ‘Chester’	  and	  the	  dosage	  of	  the	  F	  allele,	  a	  chi-­‐square	  test	  (p=0.05)	  against	  all	  possible	  dominant	  phenotypic	  ratios	  assuming	  random	  chromosome	  assortment	  (RCSA)	  and	  random	  chromatid	  assortment	  (RCTA,	  a=0.5)	  was	  performed	  for	  three	  least	  square	  means	  scoring	  ranges:	  μ	  >	  0,	  μ	  ≥	  0.25,	  and	  μ	  ≥	  0.5	  (Table	  2.8).	  	  Given	  the	  fixed	  genotype	  of	  ‘Prime-­‐Jim’,	  only	  one	  genotype	  for	  ‘Chester’	  at	  the	  PF	  locus	  fit	  the	  observations:	  FFff,	  with	  μ	  ≥	  0.25.	  	  All	  other	  parental	  combinations	  in	  which	  the	  null	  hypothesis	  was	  rejected	  presume	  at	  least	  one	  dominant	  allele	  in	  ‘Prime-­‐Jim’.	  Four	  lines	  expressed	  a	  strong	  primocane-­‐fruiting	  trait	  (μ(LSM)	  ≥	  0.5)	  (Table	  2.9).	  	  These	  were	  UIUA-­‐035,	  UIUA-­‐208,	  UIUA-­‐075,	  and	  UIUA-­‐623.	  	  However,	  no	  lines	  consistently	  expressed	  primocane	  flowering	  across	  all	  three	  replicates.	  	  UIUA-­‐035	  developed	  multiple	  full	  panicles	  of	  fruit	  in	  blocks	  1	  and	  2,	  but	  none	  in	  3.	  	  UIUA-­‐208	  and	  UIUA-­‐075	  had	  multiple	  panicles	  in	  blocks	  1	  and	  3,	  but	  none	  in	  2.	  	  UIUA-­‐623	  developed	  partial	  flowering	  and	  fruiting	  in	  block	  1,	  full	  panicles	  in	  block	  2,	  and	  nothing	  in	  block	  3.	  	  The	  remaining	  26	  lines	  partially	  expressing	  the	  trait	  ranged	  from	  scattered	  flowers	  on	  one	  or	  more	  canes	  to	  one	  individual	  among	  the	  three	  blocks	  exhibiting	  full	  expression.	  Thorniness	  was	  scored	  using	  a	  “0”	  to	  “4”	  scale,	  with	  “0”	  representing	  a	  thornless	  accession	  and	  “4”	  representing	  a	  thorniness	  level	  equivalent	  to	  the	  maximum	  observed	  thorniness,	  which	  is	  associated	  with	  the	  thorniness	  of	  ‘Prime-­‐Jim’	  (Table	  2.10).	  	  Data	  was	  collected	  from	  three	  different	  regions	  of	  the	  cane	  by	  dividing	  the	  cane	  into	  equal	  thirds.	  	  The	  canes	  were	  evaluated	  on	  the	  northern	  and	  southern	  sides,	  and	  the	  least	  square	  mean	  value	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calculated	  for	  each	  accession	  across	  all	  three	  blocks.	  	  This	  data	  was	  used	  for	  QTL	  mapping	  of	  the	  thornless	  trait.	  MapQTL®	  (Van	  Ooijen,	  2005)	  failed	  to	  generate	  regions	  with	  LOD	  scores	  higher	  than	  three	  for	  either	  the	  thorny	  locus	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  or	  the	  floricane	  locus	  in	  ‘Chester’	  (Appendix	  C	  and	  Appendix	  D).	  	  Interval	  mapping	  produced	  maximum	  LOD	  score	  peaks	  that	  would	  perhaps	  indicate	  the	  presence	  of	  a	  quantitative	  trait	  locus,	  but	  at	  LOD	  score	  values	  too	  low	  to	  assert	  discovery	  of	  QTL	  with	  statistical	  confidence.	  	  RLG4-­‐1	  and	  RLG4-­‐3	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  had	  LOD	  score	  peaks	  at	  the	  beginning	  of	  linkage	  group	  4,	  in	  the	  same	  region	  mapped	  by	  Castro	  et	  
al.	  (Castro	  et	  al.,	  2013)	  corresponding	  to	  the	  “THORNY”	  locus.	  	  The	  presence	  of	  peaks	  in	  two	  separate	  linkage	  groups	  would	  be	  expected	  for	  a	  duplex	  individual.	  	  Similarly,	  two	  small	  peaks	  were	  observed	  in	  RLG7-­‐3	  and	  RLG7-­‐4	  in	  ‘Chester’	  in	  the	  same	  region	  to	  which	  the	  “FLORICANE”	  locus	  was	  mapped	  by	  Castro,	  et	  al.	  (Castro	  et	  al.,	  2013).	  	  The	  low	  scores	  produced	  in	  the	  present	  study	  remain	  under	  investigation	  and	  little	  more	  can	  be	  said	  about	  the	  cause	  of	  them	  at	  this	  time.	  Because	  MapQTL®	  was	  unsuccessful	  in	  associating	  loci	  with	  the	  traits	  tested,	  the	  phenotypic	  values	  were	  scored	  “present”	  or	  “absent”	  and	  assigned	  to	  the	  appropriate	  JoinMap®	  data	  file	  with	  the	  molecular	  markers.	  	  Primocane-­‐fruiting	  was	  assigned	  to	  the	  “lmxll”	  class	  since	  ‘Chester’	  is	  the	  heterozygote.	  	  Similarly,	  thornlessness	  was	  assigned	  “nnxnp”	  since	  ‘Prime-­‐Jim’	  is	  the	  heterozygote.	  	  Using	  this	  method,	  and	  given	  the	  population	  size	  and	  data	  available,	  JoinMap®	  was	  unable	  to	  successfully	  assign	  either	  the	  thornless	  or	  primocane-­‐fruiting	  trait	  to	  a	  large	  linkage	  group.	  	  The	  primocane-­‐fruiting	  trait	  was	  unable	  to	  be	  assigned	  to	  any	  linkage	  group,	  but	  the	  thornless	  traits	  for	  the	  three	  regions	  of	  the	  cane	  were	  mapped	  in	  our	  data	  to	  loci	  near	  the	  tip	  of	  RLG4	  in	  a	  small	  linkage	  group	  (Figure	  2.11).	  	  The	  small	  group	  consisted	  of	  the	  three	  thornless	  loci	  and	  four	  molecular	  markers	  undeniably	  from	  the	  same	  read	  mapping	  1.1Mbp	  from	  the	  tip	  of	  RLG4	  .	  An	  attempt	  was	  made	  to	  overcome	  the	  effects	  of	  segregation	  distortion	  and	  to	  increase	  the	  number	  of	  molecular	  markers	  grouped	  with	  the	  thornless	  and	  primocane-­‐fruiting	  phenotypic	  markers.	  	  The	  theory	  behind	  this	  effort	  was	  that	  perhaps	  the	  5:1	  segregation	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ratio	  for	  the	  two	  traits	  was	  too	  extreme	  for	  the	  initial	  independence	  tests	  during	  grouping.	  	  The	  method	  we	  adopted	  was	  to	  eliminate	  accessions	  in	  the	  data	  set	  until	  a	  1:1	  ratio	  of	  “present”	  and	  “absent”	  markers	  was	  achieved.	  	  (This	  method	  has	  been	  used	  to	  rough-­‐map	  the	  spiny	  locus	  in	  pineapple	  by	  Raymond	  Ming	  and	  Jennifer	  Wai	  (Wai,	  pers.	  comm.)	  	  Blackberry	  accession	  data	  with	  the	  greatest	  number	  of	  missing	  markers	  were	  discarded	  until	  a	  1:1	  balance	  of	  thorny	  :	  thornless	  or	  primocane-­‐fruiting	  :	  floricane_fruiting	  was	  achieved,	  and	  the	  new	  data	  sets	  re-­‐mapped.	  	  No	  change	  in	  the	  results	  were	  observed.	  
2.5 Discussion	  
2.5.1 Linkage	  Groups	  In	  our	  findings,	  each	  of	  the	  seven	  blackberry	  chromosomes	  in	  the	  blackberry	  monoploid	  genome	  is	  represented	  by	  at	  least	  two	  linkage	  groups.	  	  No	  significant	  chromosomal	  rearrangements	  or	  other	  abnormalities	  in	  blackberry	  with	  respect	  to	  R.	  idaeus	  were	  detected	  during	  mapping.	  	  This	  suggests	  that	  the	  scaffold	  ordering	  in	  the	  raspberry	  reference	  is	  largely	  correct	  despite	  missing	  an	  estimated	  60%	  of	  the	  genome.	  	  We	  were	  later	  able	  to	  take	  advantage	  of	  this	  one	  to	  one	  correspondence	  between	  the	  existing	  raspberry	  linkage	  groups	  and	  our	  newly	  discovered	  blackberry	  linkage	  groups	  in	  our	  mapping	  of	  regions	  of	  segregation	  distortion	  and	  double	  reduction.	  The	  presence	  of	  multiple	  haplotypes	  at	  a	  locus	  presented	  the	  greatest	  challenge	  for	  data	  analysis	  and	  interpretation	  of	  the	  results.	  	  Phasing	  –	  the	  determination	  of	  which	  haplotypes	  contain	  which	  SNP	  markers	  –	  is	  the	  core	  issue	  that	  affects	  marker	  grouping	  and	  ordering	  in	  this	  research.	  	  Determining	  coupling	  or	  repulsion	  phase	  is	  not	  unique	  to	  our	  method	  of	  calling	  SNPs	  from	  high-­‐throughput	  genomic	  DNA	  and	  affects	  diploid	  as	  well	  as	  polyploid	  species	  (Browning	  and	  Browning,	  2011).	  	  For	  example,	  proper	  phasing	  of	  SNP	  markers	  was	  a	  prerequisite	  for	  marker	  imputation	  in	  the	  construction	  of	  the	  R.	  idaeus	  linkage	  map	  (Ward	  et	  
al.,	  2013).	  The	  effect	  of	  unphased	  markers	  may	  be	  observed	  in	  many	  of	  the	  linkage	  maps.	  	  Given	  the	  marker	  density	  we	  started	  with,	  we	  were	  expecting	  to	  see	  many	  of	  the	  haplotypes	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phased	  into	  separate	  linkage	  groups	  by	  the	  independence	  LOD	  score	  calculations	  that	  established	  the	  initial	  linkage	  groupings	  in	  JoinMap®.	  	  This	  occurred	  occasionally,	  but	  more	  often,	  especially	  for	  the	  higher	  density	  linkage	  groups,	  the	  haplotypes	  would	  be	  conjoined	  into	  a	  single	  group.	  Returning	  to	  Figures	  2.5,	  2.6,	  and	  2.7,	  the	  SNPs	  labeled	  “Haplotype	  Loci”	  in	  Figure	  2.5	  are	  from	  the	  haplotypes	  in	  the	  read	  alignment	  data	  shown	  in	  Figure	  2.7.	  	  In	  our	  preliminary	  mapping	  work,	  it	  was	  noted	  that	  markers	  from	  RLG2	  were	  mapped	  to	  the	  same	  linkage	  group	  despite	  being	  of	  opposite	  phase	  and	  assorting	  independently.	  	  This	  was	  probably	  due	  to	  a	  chain	  of	  recombination	  frequency	  associations	  among	  markers	  during	  the	  initial	  linkage	  group	  identification	  state	  due	  to	  a	  small	  number	  of	  observed	  non-­‐random	  recombinations,	  with	  the	  final	  result	  being	  the	  merging	  of	  two	  separate	  chromosomal	  haplotypes	  into	  one.	  To	  get	  around	  this	  problem,	  placement	  of	  the	  markers	  into	  separate	  linkage	  groups	  relied	  on	  inspection	  of	  the	  phasing	  data	  called	  by	  JoinMap®	  followed	  by	  a	  visual	  search	  for	  inverted	  marker	  orders	  in	  the	  map.	  	  Although	  JoinMap®	  grouped	  the	  markers	  into	  a	  single	  group,	  JoinMap®	  was	  able	  to	  predict	  the	  marker	  phase	  as	  if	  the	  markers	  had	  originated	  from	  a	  diploid	  (Figure	  2.6).	  	  These	  phase	  states	  were	  usually	  sufficient	  to	  identify	  the	  segments	  of	  each	  linkage	  group	  belonging	  to	  a	  particular	  haplotype.	  	  By	  excluding	  those	  of	  opposite	  phase	  and	  proceeding	  with	  marker	  ordering	  and	  spacing,	  the	  individual	  homologous	  linkage	  groups	  could	  be	  identified.	  The	  visual	  search	  was	  aided	  by	  knowing	  the	  precise	  position	  to	  which	  the	  marker	  mapped	  in	  the	  reference.	  	  One	  of	  the	  benefits	  of	  using	  a	  reference	  alignment-­‐based,	  genotype	  calling	  method	  for	  linkage	  mapping	  is	  the	  ability	  to	  know	  the	  exact	  position	  in	  the	  reference	  from	  which	  the	  marker	  originated.	  	  The	  “high	  –	  low	  –	  high”	  marker	  positions	  were	  easy	  to	  identify	  in	  the	  maps.	  The	  detection	  of	  haplotypes	  is	  an	  issue	  that	  affects	  mapping	  efforts	  in	  any	  species	  of	  higher	  ploidy,	  and	  is	  not	  unique	  to	  this	  method	  of	  mapping	  high-­‐density	  markers.	  	  TetraploidMap	  for	  Windows	  assigns	  a	  phase	  based	  on	  the	  probable	  phasing	  of	  neighboring	  markers	  via	  the	  two-­‐point	  EM	  algorithm,	  but	  final	  determination	  of	  marker	  phase	  currently	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relies	  on	  manual	  interpretation	  of	  the	  data	  (Hackett	  et	  al.,	  2007a).	  	  Hackett	  et	  al.	  have	  recently	  developed	  a	  series	  of	  mixture	  models	  to	  infer	  the	  genotype	  of	  SNP	  dosage	  data	  at	  a	  locus	  and	  to	  infer	  parental	  phasing	  in	  autotetraploid	  species	  (Hackett	  et	  al.,	  2013).	  	  Their	  mixture	  models	  do	  not	  preclude	  the	  use	  of	  polyploid	  DNA	  from	  hexaploids	  or	  higher.	  Some	  of	  the	  linkage	  maps	  were	  very	  small	  and	  fragmentary,	  for	  example	  PJ/RLG3-­‐5,	  Ch/RLG5-­‐3,	  Ch/RLG5-­‐5,	  and	  Ch/RLG6-­‐4	  (Appendix	  A	  and	  Appendix	  B).	  	  Small	  or	  fragmentary	  groups	  are	  not	  unexpected	  in	  mapping	  experiments	  since	  the	  quality	  of	  marker	  observations	  in	  the	  population	  and	  density	  of	  markers	  directly	  affects	  the	  calculated	  recombination	  frequencies	  and	  the	  clustering	  of	  markers	  into	  linkage	  groups.	  	  Ch/RLG4-­‐2a	  and	  Ch/RLG4-­‐2b	  were	  part	  of	  two	  separate	  groups	  at	  LOD	  =	  7,	  but	  part	  of	  the	  same	  group	  at	  LOD	  =	  5	  in	  the	  JoinMap®	  groupings	  tree.	  	  Because	  of	  this,	  they	  were	  considered	  two	  fragments	  of	  a	  single	  whole.	  The	  data	  corresponding	  to	  RLG6	  were	  noisy	  and	  proved	  problematic	  during	  linkage	  mapping.	  	  This	  was	  particularly	  an	  issue	  with	  the	  PJ/RLG6	  maps,	  though	  Ch/RLG6	  was	  affected	  as	  well.	  	  At	  the	  time	  of	  mapping,	  it	  was	  assumed	  to	  be	  the	  result	  of	  multiple	  haplotypes	  within	  the	  same	  linkage	  group,	  and	  that	  JoinMap®	  was	  unable	  to	  assign	  appropriate	  phasing.	  	  After	  searching	  for	  double	  reduction	  products,	  it	  became	  clear	  that	  the	  data	  were	  especially	  noisy	  at	  both	  ends	  of	  RLG6	  (Appendix	  E	  and	  Appendix	  F).	  	  RLG5,	  RLG3,	  and	  to	  a	  lesser	  degree	  RLG7	  had	  the	  same	  pattern	  of	  noise	  at	  both	  ends.	  	  RLG1	  and	  2	  had	  the	  most	  noise	  at	  the	  end	  of	  the	  linkage	  group,	  and	  RLG4	  had	  a	  single	  band	  of	  noise	  in	  the	  center.	  	  Hypotheses	  to	  explain	  the	  presence	  of	  noise	  and	  how	  it	  affects	  our	  ability	  to	  calculate	  the	  coefficient	  of	  double	  reduction	  a	  is	  given	  in	  Chapter	  3,	  Section	  3.5.3.	  The	  source	  of	  disorder	  in	  the	  Ch/RLG6	  and	  PJ/RLG6	  maps	  could	  also	  be	  due	  to	  an	  incorrect	  ordering	  of	  the	  scaffolds	  in	  the	  reference.	  	  The	  raspberry	  reference	  was	  described	  as	  “not	  incredibly	  well	  organized”	  by	  Judson	  Ward	  (pers.	  comm.).	  	  As	  discussed	  above,	  our	  maps	  largely	  tend	  to	  agree	  with	  the	  scaffold	  ordering	  in	  the	  raspberry	  reference	  pseudochromosomes.	  	  It	  may	  be	  worthwhile	  to	  revisit	  the	  alignment	  phase	  of	  this	  process,	  using	  the	  individual	  scaffold	  data	  files	  instead	  of	  the	  reference.	  	  Using	  the	  scaffold	  number	  in	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the	  marker	  names	  instead	  of	  just	  the	  position	  would	  reveal	  whether	  or	  not	  the	  scaffolds	  are	  misassembled	  in	  the	  reference.	  	  We	  leave	  this	  research	  effort	  for	  a	  later	  date.	  
2.5.2 Primocane-­‐Fruiting	  and	  Thornless	  QTL	  Despite	  the	  small	  size	  of	  the	  linkage	  group	  produced	  for	  the	  thorny	  locus	  and	  the	  weak	  peak	  observed	  in	  the	  QTL	  interval	  mapping,	  we	  were	  intrigued	  by	  the	  fact	  that	  the	  molecular	  markers	  obtained	  in	  the	  present	  study	  mapped	  to	  the	  same	  region	  of	  RLG4	  mapped	  by	  Castro	  et	  al.	  (Figure	  2.11).	  	  To	  strengthen	  the	  argument	  that	  the	  thorny/thornless	  locus	  F	  is	  indeed	  near	  the	  telomeric	  end	  of	  RLG4,	  the	  SSR	  primers	  used	  by	  Castro	  et	  al.	  that	  flank	  the	  S	  locus	  were	  blasted	  against	  the	  reference.	  	  The	  top	  hits	  from	  NCBI	  BLAST+	  (Camacho	  et	  al.,	  2009)	  are	  given	  in	  Table	  2.11.	  	  The	  forward	  primer	  of	  RH_MEa0005aH07	  aligned	  to	  position	  1,071,425	  –	  1,071,444,	  only	  102,321	  bases	  away	  from	  the	  SNP	  marker	  RLG4-­‐01.173.765.	  	  The	  flanking	  primer	  RH_MEa0011dG03b	  was	  7.4	  Mb	  further	  away.	  This	  is	  a	  wide	  region,	  and	  many	  genes	  could	  be	  located	  between	  these	  loci.	  	  Gene	  density	  has	  been	  estimated	  to	  be	  as	  low	  as	  15	  genes	  per	  Mb	  in	  maize	  to	  220	  per	  Mb	  in	  
Arabidopsis,	  with	  Malus	  at	  an	  estimated	  78	  per	  Mb	  (Velasco	  et	  al.,	  2010).	  	  Prunus	  (peach)	  was	  estimated	  to	  have	  122	  genes	  per	  Mb	  (Verde	  et	  al.,	  2013)	  and	  Pyrus	  (European	  pear)	  75	  per	  Mb	  (Chagne	  et	  al.,	  2014).	  	  Using	  the	  mean	  of	  the	  gene	  density	  values	  for	  the	  Rosaceous	  genera	  listed	  here	  (approximately	  91	  genes	  per	  Mb),	  Rubus	  could	  have	  approximately	  675	  genes	  in	  this	  region.	  The	  mapping	  of	  the	  SSR	  primers	  flanking	  the	  thorny	  locus	  S	  supports	  the	  hypothesis	  that	  it	  is	  located	  near	  the	  end	  of	  RLG4.	  	  To	  further	  confirm	  this,	  we	  propose	  to	  test	  the	  two	  SSR	  markers	  against	  our	  accessions	  using	  the	  same	  protocols	  as	  Castro	  et	  al.	  (2013).	  	  This	  would	  confirm	  transferability	  of	  the	  SSR	  marker	  to	  our	  population	  (and	  perhaps	  others	  with	  ‘Chester’	  as	  a	  parent).	  	  Furthermore,	  we	  propose	  to	  use	  the	  R.	  idaeus	  v1.08	  gene	  models	  to	  search	  this	  region	  for	  annotated	  genes,	  to	  find	  genes	  potentially	  associated	  with	  epidermal	  development.	  	  We	  leave	  these	  experiments	  to	  future	  investigators.	  Given	  the	  evidence	  of	  segregating	  offspring	  for	  primocane	  fruiting,	  the	  genotype	  of	  ‘Chester’	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  is	  FFff.	  	  In	  the	  chi-­‐square	  tests	  given	  in	  Table	  2.8	  the	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genotype	  Ffff	  has	  a	  lower	  chi-­‐square	  statistic	  than	  that	  of	  the	  duplex	  genotype	  for	  μ(LSM)=0.00	  (the	  most	  lenient	  definition	  of	  what	  constituted	  expression	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait)	  under	  both	  RCSA	  and	  RCTA,	  and	  μ(LSM)=0.25	  under	  RCSA	  only.	  	  However,	  the	  genotypes	  at	  the	  F	  locus	  are	  assumed	  to	  be	  Ffff	  ×	  Ffff	  (simplex	  ×	  simplex),	  in	  violation	  of	  current	  understanding	  of	  the	  genotype	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  (Lopez-­‐Medina	  et	  al.,	  2000).	  	  Thus,	  the	  best	  model	  for	  the	  genotype	  of	  ‘Chester’	  at	  the	  F	  locus	  is	  FFff.	  The	  conclusion	  that	  ‘Chester’	  is	  duplex	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  requires	  an	  explanation	  for	  the	  lack	  of	  observed	  primocane	  fruiting	  in	  ‘Chester’s	  ancestry.	  	  One	  hypothesis	  we	  put	  forward	  is	  that	  the	  f	  allele	  may	  exist	  naturally	  in	  wild	  populations	  in	  eastern	  North	  America,	  but	  the	  allele	  frequency	  is	  low.	  	  If	  true,	  it	  is	  possible	  the	  allele	  was	  unwittingly	  selected	  for	  –	  perhaps	  via	  the	  varieties	  ‘El	  Dorado’	  or	  ‘Brewer’	  as	  depicted	  in	  the	  pedigree	  in	  Figure	  2.12.	  	  If	  the	  proposed	  primocane	  “modifying	  genes”	  also	  affect	  regulation	  of	  additional	  traits	  of	  importance	  –	  e.g.	  floral	  abundance,	  panicle	  size,	  or	  the	  length	  of	  the	  flowering/fruiting	  season	  –	  these	  genes	  and	  f	  would	  continue	  to	  be	  selected	  for	  and	  passed	  to	  the	  next	  generation.	  	  In	  this	  scenario,	  f	  is	  passed	  from	  R.	  allegheniensis	  to	  ‘Chester’	  via	  two	  paths	  running	  through	  ‘Darrow’	  and	  ‘Thornfree’.	  	  The	  allele	  remains	  single	  dose	  until	  combined	  in	  ‘Chester’.	  The	  simplest	  test	  to	  confirm	  the	  genotype	  of	  ‘Chester’	  would	  be	  to	  self	  it.	  	  Unfortunately,	  duplex	  ×	  duplex	  crosses	  result	  in	  either	  35:1	  (RCSA)	  or	  20.8:1	  (RCTA)	  dominant	  phenotypic	  segregation	  ratios	  (Allard,	  1960).	  	  A	  large	  population	  size	  would	  be	  required	  to	  observe	  a	  small	  number	  of	  individuals,	  but	  would	  be	  conclusive.	  	  A	  second	  test	  would	  be	  to	  perform	  a	  test	  cross	  of	  ‘Chester’	  against	  another	  primocane-­‐fruiting	  variety	  from	  the	  Arkansas	  breeding	  program	  such	  as	  ‘Prime-­‐Jan’	  or	  ‘Prime-­‐Ark’.	  	  Finally,	  a	  backcross	  could	  be	  performed	  between	  ‘Chester’	  and	  UIUA-­‐035,	  UIUA-­‐208,	  or	  UIUA-­‐075.	  	  In	  the	  latter	  two	  tests,	  a	  5:1	  ratio	  of	  floricane:primocane	  fruiting	  progeny	  should	  result.	  If	  shown	  to	  be	  duplex	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus,	  ‘Chester’	  –	  with	  its	  thornlessness,	  superior	  flavor,	  and	  cold	  hardiness	  –	  could	  become	  an	  important	  source	  of	  germplasm	  in	  future	  breeding	  programs.	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2.5.3 Repeat	  Masking	  While	  not	  directly	  associated	  with	  this	  research	  project,	  the	  masking	  of	  repetitive	  transposable	  element	  long	  terminal	  repeat	  sequences	  in	  the	  raspberry	  genome	  provided	  some	  insight	  into	  the	  entire	  Rubus	  genome.	  	  The	  de	  novo	  search	  for	  and	  masking	  of	  repetitive	  sequences	  in	  the	  raspberry	  genome	  was	  conducted	  because	  neither	  repeat	  databases	  specific	  to	  Rubus	  nor	  previously	  masked	  versions	  of	  the	  R.	  idaeus	  reference	  could	  be	  found	  in	  the	  literature.	  	  Unmasked	  repetitive	  sequences	  present	  problems	  during	  alignment	  of	  the	  reads,	  resulting	  in	  read	  alignment	  “pileups”	  several	  orders	  of	  magnitude	  deeper	  than	  the	  median	  depth.	  	  In	  our	  blackberry	  sequencing	  data,	  the	  median	  read	  depth	  at	  an	  arbitrary	  alignment	  locus	  in	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  70	  (following	  the	  removal	  of	  read	  depths	  less	  than	  32	  which	  skew	  the	  distribution	  towards	  low	  coverage	  loci).	  	  The	  median	  values	  belie	  the	  range	  of	  read	  depths	  represented	  in	  the	  data:	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  there	  were	  29	  loci	  with	  a	  read	  depth	  of	  20,000,	  and	  58	  in	  ‘Chester’	  at	  that	  depth.	  	  These	  extreme	  read	  depths	  can	  only	  be	  attributed	  to	  reads	  aligned	  to	  unmasked	  read	  sequences.	  	  In	  fact,	  the	  range	  of	  read	  depths	  is	  probably	  much	  broader	  than	  indicated	  here:	  the	  GATK	  UnifiedGenotyper	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014)	  had	  a	  “downsample	  to	  coverage”	  value	  intentionally	  set	  to	  20,000	  (-­‐dcov=20000).	  	  Once	  20,000	  reads	  had	  aligned	  to	  a	  locus,	  any	  additional	  reads	  were	  discarded.	  Minor	  deviations	  in	  repetitive	  read	  sequences	  can	  result	  in	  the	  declaration	  of	  SNP	  loci	  within	  the	  repetitive	  region	  resulting	  in	  the	  calling	  of	  spurious	  genotypic	  variants.	  	  The	  SNP	  loci	  have	  characteristics	  of	  legitimate	  haplotypes,	  but	  their	  recombination	  rates	  are	  at	  odds	  with	  legitimate	  neighboring	  markers,	  resulting	  in	  map	  distortion.	  	  It	  is	  necessary	  to	  remove	  them.	  A	  smaller	  than	  expected	  percentage	  (26.98%)	  of	  the	  R.	  idaeus	  reference	  was	  masked	  for	  repetitive	  sequences	  given	  the	  38%	  masking	  of	  transposable	  elements	  reported	  for	  Malus	  ×	  
domestica	  Borkh.	  (Velasco	  et	  al.,	  2010).	  	  Repetitive	  sequence	  content	  of	  some	  non-­‐Rosaceous	  species	  are	  half	  their	  genome	  (49.8%	  for	  the	  monkeyflower	  (Mimulus	  guttatus)	  (Hellsten	  et	  
al.,	  2013))	  or	  higher	  (57%	  of	  the	  sacred	  lotus	  (Nelumbo	  nucifera	  Gaertn.)	  (Ming	  et	  al.,	  2013)).	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The	  procedure	  for	  repetitive	  element	  characterization	  in	  Malus	  involved	  identification	  of	  sequences	  with	  the	  highest	  coverage	  and	  a	  homology	  search	  using	  BLAST	  and	  BLASTX	  against	  RepBase	  14	  (Velasco	  et	  al.,	  2010).	  	  A	  similar	  masking	  procedure	  was	  implemented	  in	  this	  research,	  though	  in	  three	  separate	  phases.	  	  In	  the	  first	  phase,	  the	  R.	  idaeus	  reference	  was	  searched	  for	  putative	  repetitive	  sequences.	  	  In	  the	  second	  phase,	  it	  was	  masked	  using	  RepeatMasker	  4.0.3	  and	  rmblastn	  (Smit	  et	  al.,	  1996).	  	  In	  the	  third	  phase,	  genotypes	  were	  hard	  filtered	  such	  that	  loci	  with	  a	  read	  depth	  in	  excess	  of	  512	  were	  discarded.	  Tools	  for	  de	  novo	  repeat	  discovery	  like	  RepeatModeler	  (Smit	  and	  Hubley,	  2008),	  ltrharvest	  (Ellinghaus	  et	  al.,	  2008),	  and	  REPET	  (Flutre	  et	  al.,	  2011)	  are	  computationally	  intensive.	  	  We	  lacked	  access	  to	  sufficient	  computer	  hardware	  to	  run	  REPET,	  and	  instead	  added	  the	  light-­‐weight	  LTR	  finder	  LTR_STRUC	  (McCarthy	  and	  McDonald,	  2003).	  	  RepeatModeler	  found	  fewer	  sequences	  than	  ltrharvest,	  signifying	  that	  there	  is	  room	  for	  improvement	  in	  the	  former.	  	  	  The	  results	  of	  the	  masking	  are	  given	  in	  Table	  2.7.	  	  The	  repeat	  databases	  RepBase	  (Jurka	  
et	  al.,	  2005)	  and	  TIGR	  (Ouyang	  and	  Buell,	  2004),	  including	  their	  appendices	  and	  derived	  data,	  masked	  a	  mere	  5.71%	  and	  2.90%	  of	  the	  genome	  respectively.	  	  While	  the	  sequences	  in	  RepBase	  are	  thoroughly	  vetted	  by	  multiple	  protocols,	  the	  species	  from	  which	  they	  are	  derived	  appear	  to	  be	  separated	  from	  Rubus	  by	  too	  great	  an	  evolutionary	  distance	  to	  be	  of	  much	  utility.	  The	  Fragaria	  vesca	  database	  (Jung	  et	  al.,	  2004;	  Jung	  et	  al.,	  2008;	  Jung	  et	  al.,	  2014)	  masked	  the	  highest	  percentage	  of	  all	  non-­‐de	  novo-­‐derived	  databases.	  	  Rubus	  and	  Fragaria	  belong	  to	  the	  subfamily	  Rosoideae	  and	  are	  considered	  close	  relatives	  phylogenetically	  (Figure	  1.1)	  (Evans,	  1999a;	  Hummer	  and	  Janick,	  2009;	  Potter	  et	  al.,	  2007).	  	  The	  degree	  to	  which	  transposable	  elements	  are	  shared	  between	  Fragaria	  and	  Rubus	  is	  therefore	  unsurprising.	  	  The	  percentage	  masked	  by	  Prunus,	  Pyrus,	  and	  Malus	  is	  also	  reflective	  of	  the	  evolutionary	  distances	  separating	  the	  genera.	  	  Of	  future	  interest	  would	  be	  an	  analysis	  of	  the	  evolutionary	  relationships	  among	  the	  transposable	  elements	  identified	  across	  genera	  in	  the	  
Rosaceae.	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The	  selection	  of	  the	  upper	  limit	  for	  hard	  filtering	  by	  a	  read	  depth	  is	  specific	  to	  the	  dataset	  used	  in	  this	  experiment.	  	  A	  value	  other	  than	  512	  would	  be	  chosen	  to	  give	  more	  abundant	  alignment	  data	  and	  a	  more	  thoroughly	  masked	  genome.	  	  In	  fact,	  512	  may	  be	  too	  conservative.	  	  Unmasked	  reads	  were	  observed	  when	  visualizing	  the	  alignment	  data	  in	  Tablet,	  and	  these	  affect	  marker	  ordering	  within	  our	  linkage	  groups.	  	  This	  is	  a	  problem	  with	  hard	  filtering	  by	  depth,	  but	  a	  step	  deemed	  necessary	  to	  eliminate	  as	  many	  residual	  repetitive	  sequences	  as	  possible.	  	  Unfortunately,	  hard	  filtering	  can	  result	  in	  false	  positives,	  the	  discarding	  of	  valid	  markers.	  
2.6 Conclusion	  We	  succeeded	  in	  producing	  linkage	  maps	  for	  tetraploid	  blackberry	  using	  SNPs	  mined	  from	  high-­‐throughput	  DNA	  sequencing	  data.	  	  To	  our	  knowledge,	  this	  is	  the	  first	  time	  this	  has	  been	  accomplished.	  	  The	  maps	  produced	  are	  of	  higher	  density	  than	  those	  currently	  published	  for	  tetraploid	  blackberry	  by	  a	  factor	  of	  20x	  (2379	  SNP	  markers	  mapped	  versus	  119	  EST-­‐SSRs)	  (Castro	  et	  al.,	  2013).	  	  We	  have	  confidence	  that	  the	  four	  haplotypes	  for	  many	  of	  the	  seven	  homologous	  chromosomes	  have	  been	  be	  identified	  in	  the	  present	  study.	  	  Verification	  of	  this	  claim	  will	  come	  when	  the	  next	  generation	  of	  mapping	  software	  is	  developed	  to	  handle	  polyploid	  data	  (Hackett	  et	  al.,	  2013).	  	  The	  discovery	  that	  ‘Chester’	  may	  be	  heterozygous	  duplex	  for	  the	  primocane-­‐fruiting	  allele	  f	  suggests	  that	  it	  could	  be	  useful	  in	  primocane	  breeding	  programs	  as	  a	  source	  of	  genes	  for	  thornlessness,	  cold	  tolerance,	  and	  superior	  flavor.	  	  Analysis	  of	  the	  QTL	  for	  the	  thornless	  trait	  in	  the	  present	  study	  confirms	  Castro	  et	  al.’s	  mapping	  of	  the	  trait	  to	  the	  telomeric	  region	  of	  RLG4.	  	  While	  these	  findings	  are	  an	  encouraging	  first	  step	  towards	  the	  mapping	  of	  tetraploid	  blackberry,	  further	  work	  towards	  resolving	  QTL	  of	  major	  traits	  of	  economic	  importance	  and	  the	  resolution	  of	  individual	  homologous	  chromosomes	  remains.	  
2.7 Future	  Work	  There	  are	  a	  number	  of	  additional	  experiments	  that	  could	  be	  carried	  out	  using	  our	  findings.	  	  The	  first	  involves	  confirming	  the	  thorny	  locus	  F	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  using	  the	  SSR	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primers	  of	  Castro	  et	  al.	  	  These	  should	  be	  tested	  against	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  first	  and	  if	  found	  to	  amplify	  polymorphisms,	  applied	  against	  the	  population	  to	  confirm	  co-­‐segregation	  of	  the	  SSR	  markers	  with	  the	  trait.	  A	  second	  experiment	  would	  involve	  searching	  the	  raspberry	  reference	  genome	  for	  additional	  SSRs,	  some	  of	  which	  may	  map	  closer	  to	  the	  thornless	  locus	  than	  those	  of	  Castro	  et	  
al.	  	  Software	  is	  available	  to	  do	  this.	  	  Primers	  for	  these	  SSRs	  could	  be	  tested	  simultaneously	  with	  the	  first	  set.	  	  This	  would	  increase	  the	  number	  of	  blackberry-­‐specific	  SSR	  markers	  available.	  A	  third	  experiment	  would	  be	  to	  search	  the	  raspberry	  gene	  model	  database	  for	  annotated	  genes	  in	  the	  region	  surrounding	  the	  predicted	  thorny	  locus.	  	  A	  survey	  of	  this	  nature	  would	  perhaps	  uncover	  candidate	  genes	  involved	  in	  the	  development	  of	  prickles	  on	  the	  epidermis.	  Fine	  mapping	  of	  the	  region	  and	  sequencing	  of	  the	  region	  would	  follow.	  	  Additional	  markers	  at	  higher	  densities	  will	  be	  needed	  to	  do	  this,	  perhaps	  through	  the	  use	  of	  additional	  restriction	  enzymes,	  or	  methylation-­‐sensitive	  restriction	  enzymes	  to	  target	  genic	  regions.	  The	  scaffold	  assembly	  in	  the	  raspberry	  reference	  should	  be	  investigated.	  	  The	  demultiplexed	  data	  should	  be	  mapped	  to	  individual	  scaffolds	  instead	  of	  the	  pseudochromosomes	  and	  the	  map	  orders	  inspected	  for	  deviations	  from	  the	  currently	  assigned	  order.	  	  Ward	  suggests	  that	  the	  ordering	  is	  not	  optimal	  (personal	  communication).	  	  The	  use	  of	  our	  data	  would	  perhaps	  resolve	  some	  of	  these	  ordering	  issues	  and	  be	  of	  use	  to	  the	  raspberry	  community	  as	  well.	  Direct	  comparisons	  of	  SNPs	  across	  genera	  is	  not	  possible	  because	  the	  SNP	  locus	  is	  devoid	  of	  context	  outside	  the	  region	  to	  which	  it	  was	  aligned.	  	  This	  makes	  syntenic	  comparisons	  among	  genera	  difficult	  using	  our	  SNP	  data.	  	  The	  haplotypes	  or	  consensus	  sequences	  from	  which	  the	  SNP	  was	  called	  could	  be	  blasted	  against	  the	  draft	  genomes	  of	  the	  other	  Rosaceae.	  	  From	  these	  results,	  genomes	  of	  the	  Rosaceae	  could	  be	  studied	  for	  chromosomal	  rearrangements	  and	  ancestral	  polyploidization	  events.	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Finally,	  the	  linkage	  maps	  created	  here,	  or	  the	  methods	  used	  to	  create	  them,	  could	  be	  the	  foundation	  upon	  which	  sequencing	  of	  the	  blackberry	  genome	  could	  begin.	  	  As	  with	  the	  assembly	  of	  the	  draft	  genome	  for	  papaya	  (Ming	  et	  al.,	  2012)	  and	  the	  sacred	  lotus	  (Ming	  et	  al.,	  2013),	  the	  maps	  here	  could	  be	  used	  to	  anchor	  scaffolds	  in	  the	  assembly	  process.
	  63	  
3 Inbreeding,	  Segregation	  Distortion,	  and	  Double	  
Reduction	  
3.1 Abstract	  The	  within-­‐genome	  heterozygosity	  of	  two	  blackberry	  cultivars	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  calculated	  using	  SNP	  data	  isolated	  from	  restriction	  site	  associated	  DNA	  sequencing	  (RAD-­‐Seq)	  data.	  	  Within	  the	  SNP	  data,	  1,065,675	  out	  of	  1,066,266	  (99.945%)	  were	  biallelic,	  with	  the	  remainder	  having	  two	  or	  more	  alleles.	  	  From	  this	  data,	  the	  heterozygosity	  was	  determined	  to	  be	  1.915%	  for	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  1.749%	  for	  ‘Prime-­‐Jim’,	  higher	  that	  the	  heterozygosity	  determined	  for	  apple	  (Malus	  –	  0.44%)	  (Velasco	  et	  al.,	  2010)	  or	  pear	  (Pyrus	  –	  1.02%)	  (Wu	  et	  al.,	  2013),	  but	  lower	  than	  for	  grape	  (Vitis	  –	  7.0%)	  (Jaillon	  et	  al.,	  2007).	  Also	  predicted	  were	  the	  coefficients	  of	  inbreeding	  for	  ‘Chester	  Thornless’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  using	  the	  equations	  of	  Fisher	  and	  Mather	  (1943),	  Mendoza	  and	  F.	  L.	  Haynes	  (1973),	  and	  K.	  G.	  Haynes	  (1992).	  	  These	  were	  0.01679	  and	  0.01107	  under	  random	  chromosomal	  assortment,	  respectively.	  	  Also	  examined	  were	  the	  observed	  levels	  of	  segregation	  distortion	  and	  double	  reduction	  in	  the	  SNP	  data	  generated	  for	  the	  linkage	  mapping	  described	  in	  Chapter	  2.	  	  Of	  the	  markers	  tested	  using	  a	  chi-­‐square	  statistic	  (p=0.05),	  28.9%	  were	  found	  to	  be	  distorted.	  	  Double	  reduction	  products	  were	  observed	  to	  occur	  across	  all	  seven	  homologous	  chromosomes.	  	  The	  coefficient	  of	  double	  reduction	  was	  calculated	  to	  be	  6.07%	  for	  simplex	  loci	  across	  all	  linkage	  groups,	  and	  7.94%	  for	  all	  loci,	  including	  duplex	  and	  triplex	  marker	  dosages.	  	  The	  inbreeding	  coefficients	  were	  then	  adjusted	  using	  these	  rates	  of	  double	  reduction.	  	  For	  ‘Chester	  Thornless’	  these	  range	  from	  0.04554	  to	  0.05404,	  while	  those	  from	  ‘Prime-­‐Jim’	  range	  from	  0.04235	  to	  0.05158.	  
3.2 Literature	  Review	  In	  this	  study,	  we	  examined	  the	  heterozygosity	  of	  ‘Chester	  Thornless’	  (hereafter	  referred	  to	  by	  the	  shorthand	  ‘Chester’)	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  using	  the	  genotypes	  called	  by	  the	  GATK	  UnifiedGenotyper	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014).	  	  We	  also	  utilized	  these	  genotypes	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to	  estimate	  the	  coefficient	  of	  double	  reduction	  and	  to	  assess	  the	  frequency	  and	  locality	  of	  segregation	  distortion	  on	  a	  per-­‐linkage	  group	  basis.	  	  Because	  the	  effects	  of	  inbreeding	  are	  inversely	  associated	  with	  the	  level	  of	  heterozygosity	  within	  the	  genome,	  we	  calculated	  the	  inbreeding	  coefficients	  and	  coefficients	  of	  coancestry	  with	  and	  without	  accounting	  for	  double	  reduction.	  
3.2.1 Heterozygosity	  and	  Inbreeding	  The	  within-­‐genome	  observed	  heterozygosity	  is	  a	  direct	  measure	  of	  diversity	  within	  the	  genome.	  	  High	  heterozygosity	  indicates	  large	  genetic	  variability,	  while	  the	  opposite	  implies	  little	  variation	  within	  the	  individual.	  	  Lack	  of	  heterozygosity	  within	  a	  population	  may	  indicate	  historical	  population	  bottlenecks,	  selective	  sweeps,	  or	  forced,	  non-­‐random	  mating	  between	  individuals	  (Hedrick,	  2011),	  and	  reduces	  the	  breeder’s	  ability	  to	  improve	  plants	  or	  to	  make	  progress	  towards	  a	  breeding	  goal.	  	  In	  order	  to	  overcome	  the	  “intractable”	  traits	  affecting	  blackberry	  –	  non-­‐erect	  growth	  habits,	  susceptibility	  to	  winter	  injury	  in	  many	  cultivars,	  improved	  fruit	  flavor	  (Clark,	  2005b)	  –	  variation	  is	  required.	  Heterozygosity	  therefore	  can	  be	  considered	  a	  measure	  of	  a	  plant’s	  fitness	  towards	  achieving	  a	  particular	  goal.	  	  If	  the	  heterozygosity	  is	  high,	  there	  a	  greater	  likelihood	  of	  new	  combinations	  of	  alleles	  resulting	  in	  improved	  traits	  in	  the	  offspring.	  	  The	  maximizing	  of	  heterozygosity	  by	  hybridizing	  highly	  homozygous,	  inbred	  lines	  of	  complementary	  genetic	  backgrounds	  forms	  the	  basis	  of	  the	  hybrid	  corn	  industry	  (Fehr,	  1987).	  	  In	  genomics,	  the	  opposite	  is	  generally	  desirable:	  the	  genomes	  of	  highly	  heterozygous	  individuals	  are	  difficult	  to	  sequence	  and	  assemble	  given	  current	  techniques	  (Jaillon	  et	  al.,	  2007;	  Ward	  et	  al.,	  2013).	  Low	  levels	  of	  heterozygosity	  indicate	  a	  lack	  of	  diversity	  within	  an	  individual.	  	  Inbreeding	  –	  the	  non-­‐random	  mating	  of	  related	  individuals	  –	  reduces	  heterozygosity	  and	  increases	  homozygosity	  with	  respect	  to	  expectations	  under	  Hardy-­‐Weinberg	  equilibrium	  (Fehr,	  1987).	  	  Inbreeding	  can	  be	  useful	  as	  a	  means	  of	  fixing	  genotypes	  such	  that	  plants	  can	  be	  reproduced	  rapidly	  with	  only	  minor	  variation,	  and	  as	  a	  means	  to	  exploit	  heterosis	  in	  F1	  plants	  (Allard,	  1960).	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One	  of	  the	  consequences	  of	  inbreeding	  may	  be	  inbreeding	  depression,	  a	  reduction	  in	  the	  fitness	  of	  an	  individual	  in	  a	  certain	  environment	  or	  a	  reduction	  in	  fertility.	  	  Inbreeding	  depression	  affects	  tetraploid	  blackberries,	  although	  the	  degree	  to	  which	  fertile	  seeds	  are	  set	  or	  the	  progeny	  of	  a	  cross	  suffers	  depends	  upon	  the	  cultivars	  selected	  for	  parents	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  	  Selfing,	  and	  to	  a	  lesser	  degree,	  backcrossing,	  may	  result	  in	  weak	  plants	  and	  sterility	  in	  blackberry	  (Ourecky,	  1975),	  limiting	  the	  ability	  to	  make	  rapid	  progress	  towards	  breeding	  objectives.	  	  In	  tetraploid	  blackberry,	  problems	  with	  inbreeding	  often	  come	  from	  the	  baggage	  associated	  with	  the	  stacking	  of	  recessive	  alleles:	  the	  accumulation	  of	  linked,	  undesirable	  traits	  such	  as	  susceptibility	  to	  winter	  injury	  or	  trailing	  growth	  habits	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  Two	  estimates	  of	  the	  level	  of	  inbreeding	  expected	  within	  a	  population	  are	  the	  coefficient	  of	  ancestry	  θ	  and	  the	  coefficient	  of	  inbreeding	  F.	  	  To	  estimate	  these	  values,	  the	  coefficients	  must	  be	  known	  for	  the	  parents.	  	  When	  the	  parents	  are	  unknown,	  the	  coefficient	  of	  inbreeding	  is	  set	  to	  zero;	  the	  plant	  is	  assumed	  not	  to	  be	  inbred.	  	  Developed	  by	  Wright	  for	  diploid	  species	  in	  1922	  (Wright,	  1922)	  and	  later	  extended	  by	  Malécot	  (Fehr,	  1987),	  these	  models	  estimate	  the	  probability	  that	  two	  observed	  loci	  are	  identical	  by	  descent.	  	  High	  coefficients	  of	  inbreeding	  indicate	  a	  greater	  abundance	  of	  homozygous	  loci,	  reduced	  variation	  available	  within	  the	  genome,	  and	  a	  greater	  probability	  of	  inheriting	  undesirable	  alleles	  tightly	  linked,	  descended	  from	  the	  common	  ancestor.	  	  Stafne	  and	  Clark	  (2004)	  surveyed	  32	  blackberry	  cultivars	  associated	  with	  the	  Arkansas	  breeding	  program.	  	  Measures	  of	  genetic	  contribution,	  Wright’s	  coefficients	  of	  ancestry	  and	  inbreeding,	  and	  the	  maximum	  potential	  similarity	  were	  calculated.	  	  Their	  results	  suggest	  a	  narrow	  genetic	  base	  within	  the	  Arkansas	  breeding	  program,	  and	  they	  recommend	  an	  infusion	  of	  diverse	  germplasm	  in	  the	  future	  to	  restore	  genetic	  diversity.	  	  In	  our	  work,	  the	  coefficient	  of	  inbreeding	  will	  be	  derived	  using	  the	  equations	  developed	  for	  tetrasomic	  inheritance	  by	  Mendoza	  and	  F.	  Haynes	  (1973).	  	  The	  pedigrees	  used	  to	  calculate	  the	  coefficients	  were	  acquired	  from	  published	  sources	  (Stafne	  and	  Clark,	  2004)	  and	  the	  Germplasm	  Resources	  Information	  Network	  (USDA,	  ARS,	  National	  Genetic	  Resources	  Program,	  2014)	  and	  are	  given	  in	  Figures	  1.2	  and	  1.3.	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3.2.2 Segregation	  Distortion	  Segregation	  distortion	  is	  the	  observation	  of	  genotype	  frequencies	  deviating	  from	  expected	  Mendelian	  ratios	  (Xu,	  2010).	  	  Alleles	  affecting	  the	  fitness	  of	  the	  gametes	  and	  the	  viability	  of	  pollen	  are	  a	  common	  cause	  (Taylor	  and	  Ingvarsson,	  2003),	  though	  segregation	  distortion	  may	  also	  result	  from	  the	  reduction	  in	  fitness	  of	  an	  organism	  within	  a	  particular	  environment	  (Bomblies,	  2010).	  	  Segregation	  distortion	  limits	  a	  breeder’s	  ability	  to	  introgress	  traits	  linked	  to	  lethal	  alleles,	  especially	  when	  the	  genes	  controlling	  those	  traits	  must	  exist	  in	  a	  homozygous	  state	  for	  trait	  expression.	  	  Mapping	  the	  position	  of	  affected	  loci	  may	  indicate	  the	  presence	  of	  lethal	  alleles	  in	  the	  region	  (Williams	  et	  al.,	  1995).	  The	  presence	  of	  lethal	  and	  semi-­‐lethal	  (disadvantageous)	  genes	  in	  diploid	  red	  raspberry	  is	  well	  known.	  	  Lethal	  genes	  are	  known	  to	  be	  linked	  with	  genes	  H	  (cane	  pubescence)	  and	  T	  (a	  gene	  associated	  with	  red	  pigmentation	  in	  the	  fruit).	  	  Semi-­‐lethal	  genes	  are	  also	  known	  to	  cause	  dwarfing	  (gene	  dw)	  and	  to	  affect	  pollen	  development	  (gene	  S)	  (Jennings,	  1967).	  	  The	  genotype	  HH	  and	  Hh	  causes	  pubescent	  canes,	  while	  hh	  renders	  the	  cane	  glabrous.	  	  Unfortunately	  in	  raspberry,	  the	  lethal	  genes	  associated	  with	  gene	  H	  are	  also	  linked	  with	  genes	  conferring	  resistance	  to	  cane	  botrytis	  and	  spur	  blight	  (Williamson	  and	  Jennings,	  1992;	  Graham	  et	  al.,	  2006),	  making	  breeding	  for	  glabrous,	  disease-­‐resistant	  cultivars	  a	  challenge.	  Segregation	  distortion	  may	  also	  result	  from	  the	  action	  of	  segregation	  distorters,	  genes	  that	  cause	  “meiotic	  drive”.	  	  Distorters	  cause	  the	  preferential	  segregation	  of	  particular	  genic	  combinations	  during	  meiosis,	  actively	  inhibiting	  the	  passing	  of	  chromosomes	  or	  chromosomal	  segments	  into	  gametes	  (Lyttle,	  1991).	  	  Segregation	  distorters	  have	  been	  observed	  in	  plants,	  for	  example	  in	  maize	  (Bucker	  et	  al.,	  1999)	  and	  Mimulus	  (Fishman	  and	  Willis,	  2005).	  Observing	  and	  estimating	  the	  degree	  of	  segregation	  distortion	  in	  blackberry	  is	  important	  because,	  like	  the	  consequences	  of	  inbreeding,	  it	  may	  indicate	  the	  presence	  of	  potentially	  deleterious	  allele	  combinations.	  	  Segregation	  distorters	  will	  inhibit	  the	  inheritance	  of	  any	  trait	  closely	  linked	  with	  the	  inhibited	  region.	  	  Understanding	  which	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linkage	  groups	  are	  associated	  with	  segregation	  distortion	  and	  which	  genes	  are	  affected	  will	  help	  blackberry	  breeders	  to	  avoid	  the	  accumulation	  of	  these	  deleterious	  conditions.	  
3.2.3 Double	  Reduction	  Double	  reduction	  occurs	  during	  meiosis.	  	  In	  tetraploids,	  it	  results	  from	  quadrivalent	  formation	  and	  double	  recombination	  occurring	  among	  segments	  of	  three	  chromatids	  instead	  of	  the	  two	  expected	  when	  bivalents	  form.	  	  When	  non-­‐disjunction	  occurs	  following	  quadrivalent	  formation,	  sister	  chromatids	  may	  fail	  to	  migrate	  to	  separate	  gametes.	  	  The	  result	  is	  a	  gamete	  containing	  two	  copies	  of	  the	  alleles	  in	  the	  regions	  of	  crossing-­‐over	  (Mather,	  1935;	  Levings	  and	  Alexander,	  1966).	  For	  example,	  consider	  the	  genotype	  ‘A/C/G/T’	  at	  a	  locus.	  	  Under	  random	  chromosomal	  assortment	  (RCSA),	  the	  following	  gametes	  are	  expected	  in	  equal	  proportions:	  ‘A/C’,	  ‘A/G’,	  ‘A/T’,	  ‘C/G’,	  ‘C/T’,	  and	  ‘G/T’.	  	  When	  random	  chromatid	  assortment	  (RCTA	  –	  double	  reduction)	  occurs	  affecting	  the	  locus	  in	  question,	  the	  following	  genotypes	  may	  be	  observed:	  ‘A/A’,	  ‘C/C’,	  ‘G/G’,	  and	  ‘T/T.	  	  Therefore,	  progeny	  resulting	  from	  affected	  gametes	  may	  display	  homozygous	  genotypes	  impossible	  under	  conditions	  of	  truly	  random	  chromosomal	  assortment.	  	  	  The	  rate	  of	  double	  reduction	  formation	  varies	  among	  species	  (Fisher	  and	  Mather,	  1943;	  Levings	  and	  Alexander,	  1966),	  from	  no	  observed	  occurrences	  in	  tetraploid	  mother-­‐of-­‐thyme	  (Thymus	  praecox	  agg.)	  (Landergott	  et	  al.,	  2006)	  to	  8%	  in	  rose	  (Rosa	  hybrida)	  (Koning-­‐Boucoiran	  et	  al.,	  2012).	  	  Double	  reduction	  is	  known	  to	  occur	  in	  Rubus	  (Thompson,	  1961;	  Thompson,	  1962)	  though	  an	  estimate	  or	  derived	  value	  for	  the	  coefficient	  of	  double	  reduction	  was	  not	  found	  in	  the	  primary	  literature.	  Double	  reduction	  causes	  an	  immediate	  increase	  in	  localized	  homozygosity	  in	  a	  gamete.	  	  This	  phenomenon	  can	  be	  important	  to	  tetraploid	  blackberry	  breeders	  because	  it	  doubles	  the	  allelic	  content	  of	  a	  chromosomal	  region	  in	  a	  gamete	  in	  one	  generation.	  	  This	  has	  the	  potential	  to	  eliminate	  the	  need	  for	  a	  generation	  of	  backcrossing	  to	  fix	  four	  copies	  of	  a	  recessive	  allele.	  	  Double	  reduction	  can	  cause	  problems	  as	  well,	  by	  increasing	  the	  dosage	  of	  homozygous	  deleterious	  alleles.	  	  Even	  in	  the	  absence	  of	  double	  reduction,	  quadrivalent	  formation	  may	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also	  increase	  the	  genetic	  diversity	  of	  haplotypes	  through	  recombination	  of	  multiple	  chromosomes	  simultaneously,	  resulting	  in	  a	  three-­‐way	  exchange	  of	  genetic	  information.	  The	  objective	  of	  this	  experiment	  was	  to	  determine	  the	  rate	  of	  double	  reduction,	  locate	  regions	  of	  segregation	  distortion	  in	  the	  genome,	  and	  assess	  the	  within-­‐genome	  heterozygosity.	  
3.3 Materials	  and	  Methods	  
3.3.1 Within-­‐Genome	  Observed	  Heterozygosity	  Genotypes	  were	  tabulated	  based	  on	  the	  number	  of	  alleles	  present	  and	  the	  dosages	  of	  those	  alleles	  at	  every	  locus	  for	  which	  genotypes	  were	  defined	  for	  both	  parents.	  	  Genotypes	  were	  considered	  biallelic	  if,	  and	  only	  if,	  there	  were	  at	  most	  two	  distinct	  alleles	  present	  in	  both	  parents.	  	  The	  presence	  of	  the	  reference	  allele	  was	  not	  a	  requirement	  to	  be	  classified	  as	  biallelic.	  	  The	  within-­‐genome	  observed	  heterozygosity	  is	  the	  ratio	  of	  the	  abundance	  of	  observed	  heterozygous	  loci	  divided	  by	  the	  total	  number	  of	  loci	  considered.	  
3.3.2 Double	  Reduction	  During	  the	  marker	  filtering	  stages	  of	  the	  linkage	  map-­‐generating	  pipeline,	  all	  unexpected	  genotypes	  discovered	  in	  the	  population	  were	  reclassified	  as	  “uncalled”	  and	  silently	  dropped.	  	  For	  example,	  given	  the	  cross	  ‘AAAT’	  ×	  ‘AAAA’,	  a	  genotype	  call	  of	  ‘AACT’	  would	  be	  considered	  invalid	  and	  marked	  as	  an	  uncalled	  genotype	  within	  that	  replicate.	  	  While	  this	  removed	  the	  rare,	  accidental,	  multi-­‐allelic	  site	  as	  in	  the	  example,	  a	  side-­‐effect	  was	  the	  removal	  of	  all	  double-­‐reduction	  products	  from	  the	  pool	  of	  markers	  at	  that	  locus.	  	  Their	  removal	  was	  intentional,	  and	  based	  upon	  precedent:	  TetraploidMap	  “is	  not	  suitable”	  for	  mapping	  loci	  with	  strong	  evidence	  of	  double	  reduction	  (Hackett	  et	  al.,	  2007a).	  	  However,	  observations	  of	  putative	  double	  reduction	  products	  are	  informative	  in	  two	  ways.	  	  They	  describe	  the	  rate	  at	  which	  these	  products	  form	  within	  Rubus,	  and	  they	  highlight	  potential	  genotype	  calling	  errors	  in	  the	  parents.	  For	  this	  experiment,	  suspected	  double	  reduction	  products	  were	  culled	  from	  two	  different	  data	  sets:	  from	  a	  set	  containing	  all	  high-­‐quality	  loci	  of	  any	  genotypic	  combination	  in	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the	  parents	  (e.g.	  duplex	  ×	  triplex)	  and	  from	  the	  set	  of	  simplex	  markers	  previously	  isolated	  for	  mapping	  purposes.	  	  The	  former	  includes	  all	  biallelic	  and	  multi-­‐allelic	  loci	  called	  at	  the	  same	  locus	  in	  both	  parents.	  	  With	  the	  latter,	  the	  previously	  identified	  simplex	  ×	  nulliplex	  (s×n),	  nulliplex	  ×	  simplex	  (n×s),	  and	  simplex	  ×	  simplex	  (s×s)	  markers	  were	  merged	  into	  a	  single	  file	  before	  the	  statistical	  tests	  for	  double	  reduction.	  	  Both	  data	  sets	  were	  subject	  to	  the	  quality	  control	  method	  described	  in	  the	  preceding	  chapter,	  using	  the	  same	  quality	  thresholds:	  50%	  missing	  data	  per	  locus	  and	  accession	  until	  data	  convergence,	  30%	  missing	  data	  per	  locus	  and	  accession	  until	  convergence,	  and	  15%	  maximum	  missing	  data	  per	  accession.	  	  From	  this	  dataset,	  loci	  with	  alleles	  in	  the	  population	  not	  present	  in	  the	  parents	  were	  discarded.	  	  The	  remaining	  loci	  were	  inspected	  for	  putative	  double	  reduction	  products	  and	  those	  loci	  were	  saved	  to	  a	  separate	  file.	  By	  plotting	  the	  position	  of	  each	  double	  reduction	  genotype	  in	  the	  raspberry	  reference	  linkage	  groups,	  patterns	  of	  double	  reduction	  are	  easily	  detected	  among	  the	  individual	  raspberry	  linkage	  groups	  (RLGs).	  	  Evidence	  comes	  in	  the	  form	  of	  swathes	  of	  plotted	  sequential	  loci	  in	  a	  single	  accession.	  	  These	  correspond	  to	  regions	  of	  the	  chromosome	  that	  have	  become	  homozygous	  due	  to	  crossing	  over	  and	  non-­‐disjunction.	  	  They	  should	  occur	  towards	  the	  ends	  of	  the	  linkage	  groups	  away	  from	  the	  (unknown)	  location	  of	  the	  centromere.	  The	  rate	  of	  double	  reduction	  formation	  was	  calculated	  by	  dividing	  the	  number	  of	  observed	  double	  reduction	  genotypes	  by	  the	  total	  number	  of	  genotypes.	  	  This	  is	  an	  estimation	  of	  the	  double	  reduction	  coefficient	  α.	  
3.3.3 Segregation	  Distortion	  To	  test	  for	  segregation	  distortion	  in	  the	  markers	  used	  for	  mapping,	  s×n,	  n×s,	  and	  s×s	  markers	  were	  concatenated	  and	  all	  loci	  containing	  unexpected	  genotype	  calls	  were	  removed.	  	  The	  markers	  were	  then	  screened	  for	  missing	  data,	  using	  the	  same	  quality	  thresholds	  as	  described	  above.	  	  The	  remaining	  loci	  were	  converted	  to	  the	  .loc	  file	  format	  and	  loaded	  into	  JoinMap®	  (Stam,	  1993),	  which	  calculated	  a	  chi-­‐square	  test	  statistic	  of	  segregation	  distortion	  for	  each	  locus.	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Loci	  marked	  as	  distorted	  were	  then	  mapped	  back	  onto	  the	  raspberry	  reference	  to	  highlight	  regions	  affected.	  	  Because	  the	  linkage	  groups	  previously	  identified	  showed	  congruence	  with	  the	  linkage	  groups	  in	  the	  raspberry	  genome,	  plotting	  loci	  in	  this	  manner	  should	  provide	  an	  estimation	  of	  true	  regions	  of	  segregation	  distortion.	  	  The	  loci	  were	  also	  tabulated	  in	  sliding	  windows	  2.0	  Mb	  in	  width	  of	  step	  size	  0.5	  Mb	  for	  each	  region	  of	  the	  raspberry	  linkage	  group.	  	  The	  data	  was	  then	  normalized	  to	  account	  for	  variations	  in	  marker	  density	  along	  the	  raspberry	  linkage	  group.	  	  This	  is	  an	  essential	  step	  since	  the	  RAD-­‐Seq	  protocol	  selectively	  amplifies	  regions	  of	  the	  genome	  near	  restriction	  sites.	  	  These	  sites	  are	  not	  guaranteed	  to	  be	  evenly	  spaced	  across	  the	  genome.	  	  Without	  normalization,	  certain	  regions	  of	  the	  genome	  may	  be	  over-­‐represented	  in	  the	  data.	  	  Furthermore,	  given	  the	  fragmentary	  nature	  of	  the	  raspberry	  reference	  (Table	  2.1),	  there	  are	  regions	  of	  DNA	  of	  unknown	  length	  separating	  the	  existing	  scaffolds.	  
3.3.4 The	  Coefficient	  of	  Inbreeding	  The	  inbreeding	  coefficient	  FI	  for	  each	  individual	  I	  was	  calculated	  using	  the	  formulas	  derived	  by	  Mendoza	  and	  Haynes	  (1973),	  where:	  
	   𝐹! = 16 𝐹! + 𝐹! + 4𝜃!" 	   (	  3-­‐1	  )	  The	  coancestry	  θ	  is	  defined	  as:	  
	   𝜃!" = 14 !!! 1 + 3𝐹! 	   (	  3-­‐2	  )	  where	  θXY	  is	  the	  scaled	  probability	  of	  “identity	  by	  descent”	  alleles	  summed	  across	  all	  paths	  from	  parent	  X	  to	  parent	  Y	  through	  common	  ancestor	  A.	  	  n	  is	  the	  total	  path	  length	  from	  parent	  to	  parent,	  and	  FA	  is	  the	  inbreeding	  coefficient	  of	  the	  common	  ancestor.	  	  For	  individuals	  of	  unknown	  parentage,	  both	  the	  coefficient	  of	  inbreeding	  and	  coancestry	  were	  assumed	  to	  be	  0	  (FU	  =	  0,	  θPQ	  =	  0).	  	  For	  selfed	  individuals:	  
	   𝜃!! = 14 1 + 3𝐹! 	   (	  3-­‐3	  )	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The	  preceding	  equations	  assume	  tetrasomic	  inheritance	  (random	  chromosomal	  assortment).	  	  The	  equation	  may	  be	  modified	  to	  account	  for	  the	  coefficient	  of	  double	  reduction	  α	  (Haynes,	  1992):	  	   𝐹!! = 𝛼 + 1 − 𝛼 𝐹!	   (	  3-­‐4	  )	  which	  results	  in:	  
	   𝐹!! = 16 𝛼 + 1 − 𝛼 𝐹! + 𝛼 + 1 − 𝛼 𝐹! + 4𝜃!" 	   (	  3-­‐5	  )	  The	  ancestry	  of	  ‘Prime-­‐Jim’	  contains	  two	  diploids,	  ‘Hillquist’	  –	  the	  source	  of	  the	  primocane	  fruiting	  trait	  –	  and	  an	  unknown	  red	  raspberry	  (R.	  strigosus).	  	  The	  coefficient	  of	  inbreeding	  for	  these	  two	  individuals	  was	  adjusted	  using	  the	  definition	  provided	  by	  Haynes	  (1992)	  for	  first-­‐division	  restitution	  (FDR):	  
	   𝐹!! = 𝛽2 + 1 − 𝛽2 𝐹!	   (	  3-­‐6	  )	  where	  FD	  is	  the	  coefficient	  of	  inbreeding	  for	  the	  diploid	  and	  β	  represents	  the	  rate	  with	  which	  the	  three	  gametic	  types	  may	  be	  formed	  under	  FDR	  (in	  the	  ratio	  ¼β	  :	  ½β	  :	  ¼β).	  	  FDR	  was	  assumed	  with	  β	  =	  1	  to	  maximize	  potential	  heterozygosity	  in	  the	  unreduced	  gametes.	  	  Thus,	  equation	  3-­‐6	  becomes:	  
	   𝐹!! = 12 1 + 𝐹! 	   (	  3-­‐7	  )	  
3.4 Results	  
3.4.1 Heterozygosity	  The	  1,066,266	  loci	  initially	  available	  for	  mapping	  prior	  to	  filtering	  based	  on	  genotype,	  quality,	  etc.,	  were	  also	  used	  to	  calculate	  the	  observed	  within-­‐genome	  heterozygosity	  for	  the	  parents.	  	  Table	  3.1	  summarizes	  the	  biallelic	  genotypes	  for	  all	  loci	  called	  in	  both	  parents.	  In	  the	  ‘Chester’	  ×	  ‘Prime-­‐Jim’	  cross,	  1,065,675	  out	  of	  the	  1,066,266	  available	  SNP	  loci	  (99.945%)	  were	  biallelic	  and	  591	  loci	  had	  more	  than	  two	  alleles.	  	  Of	  the	  biallelic	  markers,	  1,036,309	  were	  homozygous	  with	  respect	  to	  each	  other,	  and	  are	  therefore	  entirely	  uninformative	  for	  any	  mapping	  purposes.	  	  Of	  those	  that	  are	  considered	  informative	  in	  the	  JoinMap®	  software	  given	  the	  CP	  population	  type,	  5,600	  loci	  (0.525%)	  were	  in	  the	  simplex	  ×	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nulliplex	  (s×n	  /	  JoinMap®	  “lmxll”)	  configuration,	  5,626	  (0.528%)	  were	  in	  the	  opposing	  configuration	  (n×s	  /	  JoinMap®	  “nnxnp”),	  and	  2,091	  (0.196%)	  were	  in	  a	  simplex	  ×	  simplex	  (s×s	  /	  “hkxhk”)	  configuration.	  Table	  3.2	  preserves	  the	  association	  between	  the	  reference	  allele	  and	  the	  three	  possible	  SNP	  alternate	  alleles.	  	  A	  genotype	  homozygous	  for	  the	  reference	  allele	  “0/0/0/0”	  is	  considered	  distinct	  from	  a	  genotype	  homozygous	  for	  a	  second,	  alternate	  allele	  “2/2/2/2”.	  	  With	  respect	  to	  the	  reference,	  1,066,029	  loci	  (99.978%)	  in	  ‘Chester’	  were	  biallelic:	  a	  combination	  of	  the	  reference	  allele	  and	  at	  most	  one	  alternate	  allele.	  	  Of	  these,	  1,026,565	  (96.277%)	  were	  homozygous	  for	  the	  reference	  allele,	  39,012	  (3.659%)	  were	  biallelic,	  and	  689	  (0.065%)	  had	  more	  than	  two	  alleles.	  	  In	  ‘Prime-­‐Jim’,	  1,065,592	  loci	  (99.937%)	  were	  biallelic	  with	  respect	  to	  the	  reference	  and	  1,026,850	  loci	  (96.303%)	  were	  homozygous	  for	  the	  reference	  allele,	  38,742	  (3.633%)	  were	  biallelic,	  and	  674	  (0.063%)	  had	  more	  than	  two	  alleles	  at	  a	  locus.	  The	  within-­‐genome	  statistics	  show	  a	  reduced	  heterozygosity.	  	  The	  within-­‐genome	  statistics	  ignore	  the	  reference	  base	  altogether	  and	  simply	  consider	  the	  alleles	  available	  at	  that	  locus.	  	  For	  ‘Chester’	  there	  are	  1,045,850	  homozygous	  loci	  (98.085%),	  20,179	  biallelic	  loci	  (1.892%),	  and	  237	  (0.022%)	  multi-­‐allelic	  loci.	  	  For	  ‘Prime-­‐Jim’	  there	  are	  1,047,617	  homozygous	  loci	  (98.250%),	  18,419	  biallelic	  loci	  (1.727%),	  and	  230	  loci	  (0.022%)	  with	  more	  than	  two	  alleles.	  The	  observed	  heterozygosity	  was	  calculated	  by	  dividing	  the	  number	  of	  within-­‐genome	  heterozygotes	  by	  the	  number	  of	  loci.	  	  For	  ‘Chester’,	  the	  observed	  heterozygosity	  was	  1.915%.	  	  For	  ‘Prime-­‐Jim’,	  the	  observed	  heterozygosity	  was	  1.749%.	  	  The	  percentage	  of	  non-­‐biallelic	  loci	  is	  exceedingly	  small:	  0.022%	  for	  both	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’.	  
3.4.2 Coefficient	  of	  Inbreeding	  The	  coefficient	  of	  inbreeding	  was	  calculated	  under	  two	  assumptions:	  random	  chromosome	  assortment	  and	  random	  chromatid	  assortment.	  	  For	  the	  former,	  the	  coefficient	  of	  double	  reduction	  is	  zero,	  α	  =	  0.	  	  For	  the	  latter,	  the	  coefficient	  was	  assumed	  to	  be	  at	  its	  maximum	  value.	  	  Allard	  computed	  the	  maximum	  value	  as	  α	  =	  1/7	  (Allard,	  1960)	  under	  pure	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random	  chromatid	  segregation,	  while	  Haynes	  and	  Douches	  (1993;	  also,	  Butruille	  and	  Boiteux,	  2000)	  declared	  the	  maximum	  to	  be	  α	  =	  1/6	  for	  complete	  equational	  separation.	  	  The	  more	  conservative	  of	  the	  two	  was	  chosen	  to	  calculate	  the	  estimates	  provided	  here.	  The	  coefficient	  of	  inbreeding	  for	  ‘Chester’	  ranged	  from	  F	  =	  0.01679	  (α=0)	  to	  F	  =0.08173	  (α=1/7).	  	  The	  calculated	  coefficient	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  ranged	  from	  F	  =	  0.01107	  (α=0)	  to	  F	  =	  0.08152	  (α=1/7).	  	  The	  coefficient	  of	  inbreeding	  for	  individuals	  in	  the	  pedigrees	  of	  both	  parents	  are	  given	  in	  Tables	  3.3	  and	  Table	  3.42.	  Both	  inbreeding	  coefficients	  were	  assumed	  to	  be	  0	  when	  the	  parents	  were	  unknown.	  	  The	  exception	  to	  this	  rule	  was	  for	  cases	  of	  unreduced	  gametes	  from	  diploid	  individuals.	  	  These	  appeared	  twice	  in	  the	  pedigree	  of	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  One	  was	  an	  unknown	  red	  raspberry	  parent	  of	  ‘Nessberry’	  (assumed	  to	  be	  Rubus	  strigosus	  (USDA,	  ARS,	  National	  Genetic	  Resources	  Program,	  2014)).	  	  The	  other	  was	  ‘Hillquist’,	  the	  diploid	  blackberry	  that	  became	  the	  source	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  alleles	  (Clark	  et	  al.,	  2005).	  	  Because	  the	  gametes	  from	  the	  diploids	  were	  unreduced,	  their	  inbreeding	  coefficient	  was	  set	  to	  0.5	  (50%	  homozygous)	  using	  Equation	  3-­‐7	  above.	  The	  inbreeding	  coefficient	  is	  51.7%	  higher	  for	  ‘Chester’	  than	  ‘Prime-­‐Jim’	  under	  RCSA,	  but	  only	  0.3%	  larger	  when	  double	  reduction	  is	  at	  a	  maximum.	  	  In	  ‘Prime-­‐Jim’	  the	  coefficients	  of	  inbreeding	  are	  strongly	  affected	  when	  using	  F	  =	  0.5	  for	  the	  diploid	  species	  in	  the	  pedigree.	  	  The	  diploid	  individuals	  account	  for	  a	  44%	  increase	  in	  the	  coefficient	  alone,	  from	  F	  =	  0.00616	  to	  F	  =	  0.01107.	  	  The	  effect	  is	  much	  reduced	  under	  RCTA:	  an	  increase	  of	  3.7%	  from	  F	  =	  0.07865	  to	  F	  =	  0.08152.	  
3.4.3 Double	  Reduction	  A	  greater	  number	  of	  s×n,	  n×s,	  and	  s×s	  loci	  were	  observed	  to	  have	  at	  least	  one	  putative	  double	  reduction	  genotype	  at	  	  a	  locus	  than	  those	  without	  evidence	  for	  any	  double	  reduction	  (Table	  	  3.5).	  	  Across	  every	  accession,	  only	  3,058	  loci	  of	  the	  7,163	  s×n,	  n×s,	  s×s	  loci	  were	  composed	  entirely	  of	  genotypes	  consistent	  with	  pure	  tetrasomic,	  random	  chromosome	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2	  Derivations	  of	  each	  coefficient	  of	  coancestry	  θ	  for	  all	  individuals	  are	  not	  presented,	  but	  are	  available	  in	  a	  spreadsheet	  upon	  request.	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assortment	  in	  the	  gametes	  from	  both	  parents	  and	  4,013	  marker	  loci	  had	  at	  least	  one	  putative	  double-­‐reduction	  product	  observed	  in	  one	  accession,	  and	  92	  loci	  had	  at	  least	  one	  genotype	  called	  with	  an	  allele	  not	  present	  in	  either	  parent.	  	  To	  summarize:	  42.70%	  of	  the	  loci	  had	  genotypes	  consistent	  with	  RCSA,	  56.03%	  of	  the	  loci	  gave	  evidence	  of	  at	  least	  one	  occurrence	  of	  double	  reduction,	  and	  1.30%	  had	  an	  entirely	  unexpected	  allele	  present	  in	  one	  or	  more	  of	  the	  progeny.	  Of	  the	  possible	  1,065,675	  biallelic	  loci	  (Table	  3.1),	  414,794	  passed	  the	  quality	  filters.	  	  Of	  these	  405,413	  loci	  had	  only	  expected	  genotypes	  from	  RCSA	  across	  all	  progeny.	  	  There	  were	  6,819	  loci	  with	  at	  least	  one	  double	  reduction	  product,	  and	  2,561	  with	  at	  least	  one	  unexpected	  allele.	  	  Thus,	  97.74%	  of	  the	  loci	  contained	  only	  the	  expected	  genotypes	  across	  the	  progeny,	  1.64%	  contained	  at	  least	  one	  genotype	  that	  could	  have	  resulted	  from	  a	  double	  reduction	  gamete,	  and	  0.62%	  loci	  contained	  alleles	  not	  present	  in	  either	  genotype	  of	  the	  parent.	  	  Thus	  the	  percentage	  of	  loci	  with	  observed	  double	  reduction	  effects	  is	  much	  higher	  for	  the	  restricted	  set	  of	  s×n,	  n×s,	  and	  s×s	  crosses	  versus	  the	  general	  rate	  observed	  across	  all	  biallelic	  parental	  genotypes.	  The	  rate	  of	  double	  reduction	  α	  is	  reported	  in	  Table	  3.5	  for	  all	  loci	  and	  for	  the	  simplex	  loci	  (s×n,	  n×s,	  s×s).	  	  For	  the	  simplex	  loci,	  α	  =	  6.07%	  across	  all	  linkage	  groups.	  	  For	  all	  loci,	  independent	  of	  dosage	  or	  the	  number	  of	  alleles	  present,	  α	  =	  7.94%.	  	  The	  coefficient	  α	  was	  also	  calculated	  per	  raspberry	  linkage	  group.	  	  RLG7	  had	  the	  highest	  rate	  of	  double-­‐reduction	  formation	  at	  6.53%	  /	  8.69%	  per	  simplex	  loci	  and	  all	  other	  loci,	  respectively.	  	  RLG1	  had	  the	  lowest	  for	  all	  loci	  (6.89%).	  	  RLG2	  was	  the	  lowest	  for	  simplex	  loci	  (5.82%)	  followed	  by	  RLG1	  (5.84%).	  	  Across	  all	  loci	  and	  across	  all	  linkage	  groups,	  the	  mean	  double	  reduction	  rate	  was	  
α=7.94%,	  and	  α=6.07%	  for	  simplex	  loci	  across	  all	  linkage	  groups.	  We	  also	  tallied	  the	  number	  of	  double	  reduction	  genotypes	  observed	  per-­‐accession.	  	  Observations	  of	  double	  reduction	  genotypes	  were	  made	  for	  loci	  in	  the	  s×n,	  n×s,	  and	  s×s	  categories	  on	  a	  per	  accession	  basis.	  	  UIUA-­‐561	  had	  the	  highest	  number	  of	  observed	  double	  reduction	  genotypes	  (587)	  followed	  by	  UIUA-­‐196	  (448).	  	  UIUA-­‐035	  (92)	  and	  UIUA-­‐414	  (56)	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had	  the	  fewest.	  	  Across	  the	  population,	  the	  median	  value	  of	  double	  reduction	  genotypes	  is	  200	  per	  individual,	  with	  μ	  =	  216	  per	  accession	  and	  a	  σ	  =	  78.6.	  Observations	  of	  double	  reduction	  genotypes	  were	  made	  for	  loci	  independent	  of	  the	  genotypes	  of	  the	  parents.	  	  UIUA-­‐561	  (1216)	  and	  UIUA-­‐196	  (1072)	  had	  the	  highest	  number	  of	  double	  reduction	  genotypes,	  while	  UIUA-­‐427	  (277)	  and	  UIUA-­‐414	  (155)	  had	  the	  fewest	  (Figure	  3.1).	  	  The	  median	  number	  of	  double	  reduction	  genotypes	  observed	  across	  all	  accessions	  was	  480,	  with	  μ	  =	  505	  and	  σ	  =	  156.1.	  The	  strip	  charts	  in	  Appendix	  E	  and	  Appendix	  F	  illustrate	  the	  placement	  of	  each	  double	  reduction	  genotype	  or	  unexpected	  genotype	  in	  the	  context	  of	  the	  raspberry	  linkage	  group	  to	  which	  it	  was	  mapped.	  	  This	  provides	  a	  visual	  survey	  of	  regions	  of	  high	  double	  reduction	  occurrence	  in	  each	  accession,	  and	  highlights	  potential	  genotype	  variant	  calling	  errors	  in	  the	  parents.	  
3.4.4 Segregation	  Distortion	  Segregation	  distortion	  was	  observed	  in	  1568	  of	  2803	  s×n,	  n×s,	  s×s	  loci	  (55.94%)	  given	  a	  χ2	  probability	  of	  p	  =	  0.05	  (Table	  3.6).	  	  RLG1	  had	  the	  highest	  proportion	  of	  distorted	  loci	  (65.08%),	  while	  RLG7	  had	  the	  lowest	  (47.01%).	  	  The	  distorted	  markers	  were	  mapped	  against	  the	  raspberry	  reference	  linkage	  groups	  to	  produce	  maps	  of	  the	  regions	  of	  the	  highest	  distortion	  (Figure	  3.2).	  	  Because	  the	  marker	  name	  contains	  the	  position	  of	  the	  reference	  base,	  that	  exact	  position	  in	  the	  raspberry	  linkage	  map	  can	  be	  highlighted	  to	  indicate	  its	  proximity	  to	  a	  region	  of	  the	  genome	  causing	  segregation	  distortion.	  Most	  of	  the	  distorted	  loci	  are	  scattered	  unevenly	  throughout	  the	  raspberry	  linkage	  groups.	  	  Regions	  dense	  with	  distorted	  loci	  were	  observed	  in	  RLG1	  (15	  -­‐	  17	  Mb),	  RLG2	  (11	  -­‐	  13	  Mb	  and	  17	  -­‐	  19	  Mb),	  RLG4	  (18	  -­‐	  22	  Mb),	  and	  RLG5	  (22	  -­‐	  25	  Mb).	  	  Sliding	  window	  plots	  of	  these	  three	  graphs	  were	  generated	  to	  smooth	  out	  the	  noise	  in	  the	  data	  (Figure	  3.3).	  	  The	  window	  size	  was	  set	  to	  2.0	  Mb	  and	  advanced	  in	  0.5	  Mb	  increments.	  	  These	  graphs	  highlight	  the	  regions	  of	  these	  linkage	  groups	  that	  are	  the	  most	  distorted.	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3.5 Discussion	  
3.5.1 Heterozygosity	  The	  within-­‐genome	  observed	  heterozygosity	  for	  ‘Chester’	  (1.915%)	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  (1.749%)	  is	  higher	  than	  the	  1.02%	  determined	  for	  the	  Asiatic	  pear	  (Pyrus	  bretschneideri	  Rehd.)	  (Wu	  et	  al.,	  2013)	  and	  0.44%	  observed	  in	  apple	  (Malus	  ×	  domestica)	  (Velasco	  et	  al.,	  2010).	  	  Heterozygosities	  for	  non-­‐Rosaceous	  species	  in	  the	  literature	  range	  from	  0.03%	  in	  the	  sacred	  lotus	  (Nelumbo	  nucifer	  Gaertn.)	  (Ming	  et	  al.,	  2013),	  0.26%	  in	  black	  cottonwood	  (Populus	  trichocarpa	  Torr.	  &	  Gray)	  (Tuskan	  et	  al.,	  2006),	  to	  7%	  in	  the	  grape	  (Vitis	  vinifera)	  (Jaillon	  et	  al.,	  2007).	  	  Blackberry	  is	  an	  out-­‐crossing	  species	  and	  the	  cultivated	  varieties	  are	  only	  a	  few	  generations	  removed	  from	  their	  wild	  ancestors	  (Figures	  1.2	  and	  1.3).	  	  It	  is	  also	  known	  to	  suffer	  from	  inbreeding	  depression	  (Clark	  et	  al.,	  2007).	  	  Wild	  populations	  would	  therefore	  have	  a	  high	  heterozygosity.	  	  Thus	  the	  higher	  level	  of	  heterozygosity,	  even	  in	  the	  modern	  cultivated	  varieties	  used	  in	  this	  research,	  is	  not	  unexpected.	  The	  level	  of	  heterozygosity	  and	  the	  presence	  of	  distinct	  haplotypes	  (discussed	  in	  Chapter	  2)	  suggest	  that	  assembly	  of	  a	  complete	  genome	  sequence	  for	  tetraploid	  blackberry	  might	  be	  challenging.	  	  Highly	  heterozygous	  genomes	  have	  been	  assembled	  –	  e.g.	  the	  Vitis	  
vinifera	  and	  Pyrus	  bretschneideri	  genomes	  cited	  above.	  	  The	  linkage	  maps	  developed	  as	  part	  of	  this	  research	  could	  act	  to	  anchor	  scaffolds	  together	  during	  assembly,	  perhaps	  using	  the	  techniques	  developed	  by	  Wu	  et	  al.	  (2013).	  
3.5.2 Coefficient	  of	  Inbreeding	  The	  coefficients	  for	  inbreeding	  estimated	  under	  tetrasomic	  inheritance	  are	  comparable	  to	  those	  estimated	  for	  the	  highbush	  blueberry	  (Vaccinium	  corymbosum	  L.)	  by	  Ehlenfeldt	  (1994).	  	  Like	  the	  blackberry,	  Vaccinium	  is	  a	  long-­‐lived,	  long	  generation	  time,	  diploid,	  tetraploid,	  or	  hexaploid	  species	  domesticated	  relatively	  recently	  via	  breeding	  programs	  initiated	  in	  the	  early	  twentieth	  century	  (in	  1911	  by	  Colville,	  later	  by	  Darrow	  who	  was	  also	  a	  noted	  blackberry	  breeder)	  (Moore,	  1965).	  	  However,	  the	  values	  are	  significantly	  lower	  than	  those	  calculated	  by	  Stafne	  and	  Clark	  in	  2004.	  	  Stafne	  and	  Clark	  used	  a	  diploid	  model	  to	  estimate	  the	  coefficients,	  though	  the	  cultivars	  investigated	  were	  tetraploid.	  	  The	  reason	  for	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using	  diploid	  models	  is	  unclear.	  	  To	  speculate	  on	  their	  choice,	  it	  could	  be	  due	  to	  limitations	  in	  the	  statistical	  software	  used	  to	  analyze	  the	  data.	  The	  theoretical	  values	  for	  the	  inbreeding	  coefficient	  F	  under	  RCSA	  (α	  =	  0)	  and	  RCTA	  (α	  =	  1/7)	  for	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  are	  given	  in	  Tables	  3.3	  and	  3.4.	  	  Assuming	  tetrasomic	  inheritance,	  our	  theoretical	  results	  are	  10.5%	  and	  6.2%	  of	  those	  calculated	  by	  Stafne	  and	  Clark	  (2004):	  F	  =	  0.01679	  vs.	  0.16	  for	  ‘Chester’,	  and	  F	  =	  0.01107	  vs.	  0.18	  for	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  Under	  RCTA,	  the	  estimated	  value	  of	  F	  is	  51.1%	  (0.01679	  vs.	  016)	  for	  ‘Chester’	  and	  45.3%	  (0.08152	  vs.	  018)	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  of	  those	  determined	  by	  Stafne	  and	  Clark.	  	  The	  difference	  in	  inbreeding	  coefficient	  estimates	  is	  substantial	  when	  using	  the	  formulae	  that	  account	  for	  tetraploidy,	  and	  taking	  into	  account	  double	  reduction	  has	  a	  drastic	  effect	  on	  the	  estimated	  level	  of	  inbreeding.	  Inbreeding	  is	  a	  cause	  for	  concern	  in	  the	  germplasm	  used	  by	  the	  University	  of	  Arkansas	  breeding	  program	  (Stafne	  and	  Clark,	  2004).	  	  The	  desire	  to	  maintain	  both	  the	  thornless	  and	  primocane-­‐fruiting	  recessive	  traits,	  as	  found	  in	  the	  recent	  introduction	  ‘Prime-­‐Ark	  45’	  (Clark,	  2010),	  will	  make	  improving	  polygenic	  traits	  difficult	  since	  eight	  recessive	  alleles	  at	  two	  loci	  must	  be	  maintained.	  	  Breeding	  for	  erect	  growth	  has	  been	  a	  challenge	  only	  recently	  overcome,	  and	  many	  further	  traits	  could	  be	  further	  improved	  such	  as	  flavor,	  cold	  hardiness,	  inbreeding	  depression,	  and	  earliness	  of	  primocane	  flower	  induction	  (Clark,	  2005b).	  	  Understanding	  the	  level	  of	  inbreeding	  present	  in	  existing	  germplasm	  stock	  will	  help	  the	  next	  generation	  of	  breeders	  make	  progress	  towards	  improving	  intractable	  traits	  while	  avoiding	  the	  problems	  associated	  with	  inbreeding	  depression.	  
3.5.3 Double	  Reduction	  The	  observed	  double	  reduction	  rate	  of	  α=0.0794	  is	  within	  reasonable	  expectations,	  as	  discussed	  in	  Section	  3.2.	  	  Catcheside	  (1956)	  reported	  double	  reduction	  rates	  in	  tetraploid	  maize	  between	  3.52%	  and	  6.84%.	  	  Butrille	  (2000)	  surveyed	  several	  experiments	  and	  found	  rates	  from	  0%	  to	  30%,	  well	  above	  the	  theoretical	  maximum	  of	  α=1/6.	  Having	  obtained	  an	  estimate	  of	  α	  for	  blackberry,	  the	  inbreeding	  coefficients	  for	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  could	  be	  recalculated	  using	  a	  measured,	  rather	  than	  theoretical	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value.	  	  The	  values	  remain	  similar	  to	  one	  another:	  for	  ‘Chester’	  F	  =	  0.05404,	  and	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  F	  =	  0.0515.	  	  These	  are	  66%	  and	  63%	  of	  the	  theoretical	  maximum.	  The	  difference	  in	  percentage	  of	  loci	  in	  which	  double	  reduction	  was	  observed	  (Table	  3.7)	  was	  much	  higher	  in	  the	  simplex	  data	  than	  in	  the	  data	  derived	  from	  all	  loci.	  	  This	  may	  be	  attributed	  to	  the	  preponderance	  of	  homozygous	  genotypes	  in	  the	  genome	  (Tables	  3.1	  and	  3.2).	  	  When	  both	  parents	  are	  homozygous	  it	  is	  impossible	  to	  detect	  double	  reduction	  events	  because	  the	  gametic	  output	  is	  identical	  to	  that	  expected	  under	  tetrasomic	  inheritance.	  	  One	  may	  assume	  double	  reduction	  has	  occurred	  by	  examining	  the	  non-­‐homozygous	  genotypes	  of	  regions	  flanking	  the	  homozygous	  locus,	  or	  by	  inspecting	  the	  genotypes	  of	  the	  progeny.	  	  Otherwise	  it	  is	  undetectable.	  The	  strip	  charts	  plotting	  the	  observance	  of	  loci	  affected	  by	  double	  reduction	  show	  a	  considerable	  amount	  of	  noise	  and	  errors	  (Appendix	  E	  and	  Appendix	  F).	  	  Horizontal	  strips	  of	  putative	  double	  reduction	  products	  are	  almost	  assuredly	  the	  result	  of	  misidentifying	  the	  genotypes	  of	  one	  or	  both	  of	  the	  parents.	  	  While	  this	  data	  remains	  to	  be	  examined	  to	  confirm	  this	  hypothesis,	  a	  simple	  example	  will	  demonstrate	  the	  reasoning.	  	  A	  simplex	  by	  nulliplex	  cross	  will	  produce	  a	  1:1	  ratio	  of	  simplex	  to	  nulliplex	  offspring	  (assuming	  no	  segregation	  distortion	  or	  other	  problems).	  	  If	  that	  simplex	  genotype	  is	  in	  reality	  duplex,	  the	  result	  is	  a	  1:4:1	  ratio	  of	  duplex	  to	  simplex	  to	  nulliplex	  offspring;	  1/5	  of	  the	  offspring	  appear	  to	  be	  the	  result	  of	  double	  reduction.	  	  The	  errors	  may	  arise	  as	  early	  as	  the	  PCR	  enrichment,	  where	  over-­‐amplification	  of	  one	  haplotype	  results	  in	  distorted	  allele	  frequencies	  and	  inaccurate	  variant	  discovery.	  Because	  we	  are	  attempting	  to	  use	  a	  relatively	  new	  variant	  calling	  method	  for	  identifying	  genotypes	  in	  a	  novel	  organism,	  it	  is	  difficult	  to	  know	  a	  priori	  what	  settings	  are	  appropriate	  for	  the	  Genome	  Analysis	  Toolkit’s	  UnifiedGenotyper.	  	  In	  fact,	  the	  GATK	  Best	  
Practices	  guide	  (The	  GATK	  Development	  Team,	  2014)	  explicitly	  warns	  about	  over-­‐reliance	  on	  software	  settings	  targeted	  for	  the	  analysis	  of	  human	  subjects:	  [O]ur	  testing	  focuses	  largely	  on	  data	  from	  human	  whole-­‐genome	  or	  whole-­‐exome	  samples	  sequenced	  with	  Illumina	  technology,	  so	  if	  you	  are	  working	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with	  different	  types	  of	  data	  or	  experimental	  designs,	  you	  may	  need	  to	  adapt	  certain	  branches	  of	  the	  workflow,	  as	  well	  as	  certain	  parameter	  selections	  and	  values.	  	  Unfortunately	  we	  are	  not	  able	  to	  provide	  official	  recommendations	  on	  how	  to	  deal	  with	  very	  different	  experimental	  designs	  or	  divergent	  datatypes	  (such	  as	  Ion	  Torrent)...	  Finally,	  please	  be	  aware	  that	  several	  key	  steps	  in	  the	  Best	  Practices	  workflow	  make	  use	  of	  existing	  resources	  such	  as	  known	  variants,	  which	  are	  readily	  available	  for	  humans	  (we	  provide	  several	  useful	  resource	  datasets	  for	  download	  from	  our	  FTP	  server).	  	  If	  no	  such	  resources	  are	  available	  for	  your	  organism,	  you	  may	  need	  to	  bootstrap	  your	  own	  or	  use	  alternative	  methods.	  The	  origin	  of	  vertical	  strips	  of	  observed	  double	  reduction	  products	  may	  be	  attributed	  to	  actual	  occurrences	  of	  the	  event.	  	  That	  is,	  the	  expected	  outcome	  of	  a	  double	  reduction	  event	  is	  a	  segment	  of	  a	  linkage	  group	  with	  a	  localized	  increased	  in	  homozygosity.	  In	  our	  data,	  we	  observed	  at	  least	  two	  possible	  exceptions.	  	  UIUA-­‐561	  and	  UIUA-­‐196.	  	  These	  two	  accessions	  exhibited	  patterns	  consistent	  with	  double	  reduction,	  except	  these	  patterns	  were	  not	  localized	  to	  one	  or	  two	  raspberry	  linkage	  groups.	  	  The	  pattern	  exists	  across	  all	  seven	  raspberry	  linkage	  groups,	  with	  RLG2	  and	  RLG6	  being	  the	  most	  egregious.	  	  The	  probability	  that	  quadrivalents	  formed	  among	  all	  seven	  homologous	  blackberry	  chromosomes,	  recombination	  took	  place	  on	  all	  seven	  near	  the	  centromere	  to	  result	  in	  entire	  chromosomal	  arms	  being	  exchanged,	  and	  non-­‐disjunction	  occurred	  to	  pull	  all	  of	  the	  sister	  chromatids	  into	  a	  single	  gamete,	  while	  not	  calculated,	  should	  be	  extremely	  low.	  Instead,	  we	  propose	  pollen	  contamination.	  	  When	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  were	  hybridized,	  the	  flowers	  were	  not	  protected	  by	  glassine	  bags	  to	  prevent	  accidental	  cross-­‐pollination	  (John	  Clark,	  pers.	  comm.,	  2009).	  	  This	  leaves	  open	  the	  possibility	  that	  pollen	  from	  an	  unknown	  parent,	  or	  more	  likely	  from	  ‘Chester’	  itself,	  landed	  on	  a	  receptive	  stigma.	  	  Rain	  that	  occurred	  that	  week	  could	  have	  easily	  been	  the	  vector.	  An	  alternative	  hypothesis	  involves	  a	  meiotic	  irregularity	  occurring	  such	  that	  UIUA-­‐196	  became	  an	  aneuploid.	  	  UIUA-­‐196	  is	  severely	  dwarfed,	  only	  partially	  fertile	  (out	  of	  three	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replicates,	  only	  one	  fruited	  and	  that	  of	  miniscule,	  abysmal	  quality),	  has	  small,	  rugose	  leaves,	  and	  short	  internodes.	  	  These	  characteristics	  are	  consistent	  with	  those	  observed	  by	  Hull	  (1958)	  in	  blackberries	  of	  artificially	  induced	  ploidies	  in	  the	  4×	  -­‐	  8×	  range.	  	  Given	  the	  frequency	  of	  mitotic	  and	  meiotic	  irregularities	  observed	  by	  Hull	  in	  Rubus,	  including	  altered	  allele	  dosages	  consistent	  with	  aneuploid	  pollen,	  it	  is	  possible	  these	  three	  outliers	  have	  a	  ploidy	  other	  than	  4×.	  The	  prevalence	  of	  seemingly	  random	  loci	  could	  be	  the	  result	  of	  two	  recombination	  events	  occurring	  near	  one	  another	  followed	  by	  non-­‐disjunction.	  	  This	  would	  result	  in	  a	  small	  region	  of	  homozygosity	  in	  the	  gamete.	  	  An	  alternative	  hypothesis	  is	  the	  loss	  of	  a	  restriction	  site	  in	  one	  to	  three	  homologous	  chromosomes	  in	  a	  parent,	  or	  loss	  in	  some	  of	  the	  chromosomes	  of	  both	  parents.	  	  The	  loss	  of	  a	  restriction	  site	  creates	  a	  phantom	  null	  allele	  undetectable	  by	  the	  genotyper.	  	  Because	  DNA	  amplification	  occurs	  on	  digested	  DNA	  only,	  the	  loss	  of	  a	  restriction	  site	  in	  one	  to	  three	  chromosomes	  skews	  the	  allele	  frequencies.	  	  When	  examining	  the	  progeny,	  some	  of	  those	  genotypes	  will	  have	  inherited	  the	  lost	  restriction	  site.	  	  Their	  genotypes	  will	  also	  be	  skewed.	  	  If	  the	  parental	  genotype	  and	  alternate	  genotype	  are	  skewed	  in	  opposite	  directions	  (the	  parent	  called	  simplex,	  the	  child	  duplex),	  the	  result	  is	  an	  apparent	  double	  reduction	  genotype.	  	  Methods	  for	  identifying	  this	  situation	  currently	  do	  not	  exist.	  
3.5.4 Segregation	  Distortion	  Four	  linkage	  groups	  appearing	  to	  have	  regions	  of	  higher	  segregation	  distortion	  loci	  were	  mapped	  back	  to	  their	  raspberry	  linkage	  group	  homeologs:	  RLG1,	  RLG2,	  RLG4,	  and	  RLG5	  (Figure	  3.1).	  	  There	  are	  also	  numerous	  instances	  of	  individual	  loci	  with	  statistically	  significant	  segregation	  distortion	  on	  all	  linkage	  groups.	  	  The	  data	  set	  from	  which	  these	  loci	  were	  derived	  is	  the	  s×n	  and	  n×s	  data	  used	  to	  produce	  the	  linkage	  maps,	  and	  the	  s×s	  data.	  To	  test	  whether	  or	  not	  the	  apparent	  regions	  of	  higher	  segregation	  distortion	  were	  statistically	  significant,	  the	  data	  was	  visualized	  using	  a	  sliding	  window	  plot,	  with	  the	  data	  within	  each	  window	  normalized	  by	  dividing	  the	  number	  of	  distorted	  loci	  by	  the	  total	  number	  of	  loci	  within	  the	  window.	  	  This	  permits	  accurate	  evaluation	  of	  the	  rate	  of	  distortion	  among	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windows,	  with	  some	  slight	  skewing	  at	  the	  ends	  where	  the	  window	  borders	  exceed	  the	  boundaries	  of	  the	  linkage	  group.	  The	  results	  were	  inconclusive:	  the	  normalized	  data	  did	  not	  support	  unambiguous	  identification	  of	  regions	  of	  segregation	  distortion.	  	  Linkage	  group	  1	  appeared	  to	  have	  the	  distortion	  in	  the	  2.0	  –	  3.0	  Mb	  region	  but	  not	  in	  the	  15	  –	  17	  Mb	  region	  identified	  by	  visual	  inspection	  of	  the	  reverse	  mapping	  of	  loci	  to	  the	  reference	  linkage	  groups.	  	  RLG2	  has	  a	  slight	  peak	  from	  9	  –	  11	  Mb,	  but	  not	  in	  the	  11	  –	  13	  Mb	  or	  17	  –	  19	  Mb	  regions.	  	  Similar	  conditions	  exist	  for	  the	  suspected	  regions	  of	  segregation	  distortion	  found	  in	  RLG4	  and	  RLG5.	  	  Working	  with	  the	  normalized	  data	  has	  illustrated	  the	  need	  to	  examine	  the	  data	  from	  multiple	  angles,	  to	  avoid	  making	  unfounded	  claims.	  	  Unfortunately	  RLG3	  did	  not	  give	  evidence	  of	  a	  single	  strong	  region	  of	  distortion.	  	  Gene	  
H,	  the	  gene	  controlling	  cane	  pubescence	  in	  R.	  idaeus,	  is	  known	  to	  be	  associated	  with	  a	  lethal	  gene	  when	  H	  is	  in	  the	  homozygous	  form	  (Jennings,	  1967).	  	  Gene	  H	  has	  previously	  been	  mapped	  to	  RLG3	  (Graham	  et	  al.,	  2006).	  	  The	  distribution	  of	  distorted	  loci	  in	  RLG3	  was	  uneven	  across	  the	  linkage	  group,	  and	  no	  region	  in	  particular	  could	  be	  considered	  strongly	  indicative	  of	  segregation	  distortion.	  
3.6 Conclusions	  In	  this	  work	  we	  were	  able	  to	  estimate	  the	  within-­‐genome	  observed	  heterozygosity	  from	  single	  nucleotide	  polymorphisms.	  	  While	  higher	  than	  values	  reported	  for	  other	  species,	  the	  observed	  heterozygosity	  does	  not	  appear	  to	  be	  extraordinary	  even	  though	  tetraploid	  blackberries	  have	  double	  the	  chromosomal	  complement	  of	  dipoids.	  	  The	  inbreeding	  coefficient	  suggests	  that	  the	  two	  cultivars	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  have	  very	  similar	  levels	  of	  homozygosity	  despite	  the	  presence	  of	  one	  selfed	  individual	  (Ark.	  582)	  and	  two	  unreduced	  gametes	  from	  diploid	  red	  raspberry	  and	  the	  diploid	  blackberry	  ‘Hillquist’	  in	  the	  pedigree	  of	  ‘Prime-­‐Jim’	  (Figure	  1.3).	  	  The	  calculated	  coefficients	  should	  perhaps	  be	  considered	  the	  upper	  limit	  for	  acceptable	  levels	  of	  inbreeding	  in	  tetraploid	  blackberry	  germplasm	  from	  the	  University	  of	  Arkansas	  breeding	  program.	  	  The	  17%	  germination	  rate	  we	  experienced	  from	  our	  hybrid	  seed	  may	  be	  due	  to	  inbreeding	  depression.	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The	  coefficient	  of	  double	  reduction	  is	  the	  first	  one	  reported	  that	  we	  are	  aware	  of	  for	  tetraploid	  blackberry	  based	  on	  high-­‐density	  sequencing	  data.	  	  Its	  estimation	  should	  be	  valuable	  to	  breeders	  involved	  with	  pedigree-­‐method	  breeding	  of	  blackberries	  using	  tetraploid	  germplasm.	  We	  were	  unable	  to	  provide	  evidence	  for	  segregation	  distortion	  occurring	  in	  any	  of	  the	  seven	  linkage	  groups.	  	  We	  suspect	  the	  density	  of	  markers	  is	  still	  too	  low,	  or	  perhaps	  the	  population	  size	  too	  small,	  to	  accurately	  map	  distorted	  loci	  back	  to	  their	  linkage	  group	  of	  origin.	  
3.7 Future	  Work	  The	  estimated	  values	  for	  the	  coefficient	  of	  inbreeding	  and	  the	  coefficient	  of	  ancestry	  should	  be	  recomputed	  directly	  from	  the	  abundance	  of	  SNP	  data	  available.	  	  The	  difficulty	  with	  doing	  this	  is	  finding	  the	  appropriate	  statistical	  models	  to	  handle	  tetraploid	  data.	  	  Many	  of	  the	  models	  currently	  in	  use	  assume	  diploid	  populations.	  	  (See	  Robinson	  et	  al.	  (2013)	  and	  Bernardo	  (1993)	  for	  a	  modern	  and	  historical	  approach,	  respectively.)	  	  These	  models	  fail	  to	  account	  for	  double	  reduction	  and	  other	  meiotic	  irregularities	  noted	  in	  Rubus	  (Thompson,	  1962).	  	  However,	  Stafne	  and	  Clark	  (2004)	  utilized	  diploid	  models	  in	  their	  analysis	  of	  cultivars	  in	  the	  Arkansas	  breeding	  program	  and	  found	  the	  information	  to	  be	  useful.	  	  Perhaps	  it	  would	  be	  worth	  investigating	  these	  avenues	  if	  the	  search	  for	  models	  applicable	  to	  tetraploids	  continues	  to	  prove	  fruitless.	  The	  genotype	  calling	  error	  rate	  suggested	  by	  the	  double	  reduction	  product	  analysis	  suggests	  that	  the	  genotypes	  called	  by	  the	  GATK	  UnifiedGenotyper	  need	  stricter	  quality	  controls.	  	  To	  determine	  the	  adjustments	  to	  the	  genotyping	  parameters,	  a	  reverse	  analysis	  involving	  prediction	  of	  parental	  genotypes	  given	  population	  segregation	  ratios	  will	  probably	  be	  necessary.	  	  This	  is	  part	  of	  the	  method	  adopted	  by	  TetraploidMap.	  	  The	  parental	  genotypes	  are	  tested	  under	  the	  models	  of	  RCSA	  and	  RCTA	  using	  a	  chi-­‐square	  statistic,	  and	  the	  best-­‐fitting	  parental	  genotypes	  are	  called	  (Hackett	  et	  al.,	  2007a).	  	  A	  similar	  method	  could	  be	  adopted	  to	  identify	  loci	  with	  miscalled	  genotypes.	  	  A	  rigorous	  series	  of	  optimization	  tests	  would	  then	  be	  run	  to	  refine	  the	  parental	  and	  population	  genotypes	  and	  to	  determine	  the	  best	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parameters	  for	  calling	  genotypes.	  	  If	  adopted,	  this	  method	  would	  improve	  not	  only	  the	  quality	  of	  the	  double	  reduction	  estimates,	  it	  would	  improve	  the	  quality	  of	  the	  linkage	  maps	  described	  in	  Chapter	  2,	  and	  would	  perhaps	  reduce	  enough	  noise	  in	  the	  data	  to	  detect	  segregation	  distortion.
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4 Conclusion	  
4.1 Key	  Accomplishments	  The	  primary	  object	  of	  this	  research	  was	  met:	  the	  production	  of	  genetic	  linkage	  maps	  for	  tetraploid	  blackberry.	  	  As	  discussed	  in	  the	  literature	  review,	  previous	  attempts	  to	  map	  tetraploid	  blackberries	  have	  met	  with	  some	  success	  (Castro	  et	  al.,	  2013).	  	  This	  work	  exceeds	  previous	  efforts	  in	  blackberry,	  black	  raspberry	  (Rubus	  occidentalis)	  (Bushakra	  et	  al.,	  2012)	  and	  raspberry	  (Rubus	  idaeus)	  (Graham	  et	  al.,	  2006)	  by	  a	  factor	  of	  20×,	  bypassing	  low-­‐density,	  low-­‐throughput	  molecular	  markers	  in	  favor	  of	  high-­‐density	  single	  nucleotide	  polymorphisms.	  	  This	  work	  also	  demonstrated	  the	  feasibility	  of	  haplotype	  linkage	  group	  discovery	  despite	  being	  restricted	  to	  tools	  designed	  for	  diploid	  linkage	  analysis.	  The	  differences	  between	  the	  genome	  of	  Rubus	  idaeus	  and	  tetraploid	  blackberries	  appear	  to	  be	  minor.	  	  No	  major	  structural	  variants	  in	  the	  linkage	  groups	  were	  uncovered,	  suggesting	  wholesale	  sequence	  similarity	  between	  the	  two	  species.	  	  The	  biggest	  difference	  noted	  was	  the	  excess	  of	  within-­‐genome	  homozygous	  alleles	  that	  were	  different	  from	  the	  reference	  allele.	  	  This	  similarity	  also	  suggests	  that	  the	  scaffold	  ordering	  in	  the	  existing	  draft	  of	  the	  raspberry	  genome	  is	  largely	  correct.	  	  The	  importance	  of	  this	  information	  for	  the	  future	  of	  genetic	  research	  into	  Rubus	  cannot	  be	  emphasized	  enough.	  	  If	  the	  Rubus	  ideaus	  reference	  genome	  can	  substitute	  for	  that	  of	  blackberry	  –	  and	  this	  research	  strongly	  suggests	  that	  it	  can	  –	  then	  sequencing	  of	  tetraploid	  or	  hexaploid	  blackberry	  will	  not	  be	  an	  urgent	  requirement	  prior	  to	  the	  implementation	  of	  marker-­‐assisted	  selection	  blackberry	  breeding	  programs.	  The	  genotype	  of	  ‘Chester’	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  was	  resolved	  to	  be	  duplex,	  based	  upon	  expression	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  in	  the	  mapping	  population.	  	  This	  finding	  provides	  breeders	  propagating	  the	  fall-­‐bearing	  trait	  with	  a	  source	  of	  germplasm	  carrying	  alleles	  for	  cold	  hardiness,	  thornlessness,	  large	  fruit,	  and	  excellent	  flavor.	  	  ‘Chester’	  can	  be	  introduced	  into	  existing	  breeding	  programs	  as	  a	  substitute	  for	  ‘Arapaho’,	  another	  thornless	  cultivar	  carrying	  the	  recessive	  primocane-­‐fruiting	  alleles	  (Moore	  and	  Clark,	  1993).	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While	  interval	  mapping	  of	  QTLs	  for	  thornlessness	  did	  not	  produce	  statistically	  significant	  results,	  the	  position	  of	  the	  recessive	  alleles	  was	  mapped	  to	  a	  distal	  end	  of	  raspberry	  linkage	  group	  number	  four	  (RLG4)	  using	  linkage	  mapping	  techniques.	  	  Further	  confirmation	  of	  this	  mapping	  was	  obtained	  by	  blasting	  the	  SSR	  primers	  flanking	  the	  thornless	  locus	  (Castro	  et	  al.,	  2013)	  against	  the	  raspberry	  reference	  genome.	  	  These	  primers	  aligned	  to	  a	  region	  1.0	  Mb	  through	  7.3	  Mb	  from	  the	  telomere	  of	  RLG4.	  	  Breeders	  and	  geneticists	  are	  now	  a	  step	  closer	  to	  isolating	  this	  gene	  and	  characterizing	  its	  function.	  Analysis	  of	  the	  level	  of	  heterozygosity	  within	  the	  genome	  and	  determination	  of	  the	  inbreeding	  coefficients	  for	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  (and	  their	  ancestors)	  will	  aid	  breeders	  using	  these	  cultivars	  as	  a	  source	  of	  germplasm	  for	  the	  next	  generation	  of	  thornless,	  primocane-­‐fruiting	  blackberries.	  	  The	  observed	  heterozygosities	  of	  these	  two	  cultivars	  are	  quite	  similar	  to	  one	  another	  despite	  the	  presence	  of	  diploid	  germplasm	  and	  a	  selfed	  individual	  in	  ‘Prime-­‐Jim’’s	  ancestry.	  	  Given	  the	  long	  development	  times	  associated	  with	  blackberry	  breeding,	  it	  is	  unlikely	  that	  a	  loss	  of	  genetic	  diversity	  is	  of	  immediate	  concern.	  	  However,	  this	  work	  provides	  a	  strong	  estimate	  of	  the	  level	  of	  inbreeding	  –	  both	  in	  the	  form	  of	  observed	  homozygosity	  and	  alleles	  that	  are	  theoretically	  identical	  by	  descent.	  	  It	  is	  a	  snapshot	  of	  the	  genetic	  diversity	  available	  in	  two	  important	  cultivars.	  The	  observed	  frequency	  of	  double	  reduction	  may	  be	  the	  first	  direct	  measure	  of	  double	  reduction	  in	  tetraploid	  blackberry.	  	  Because	  double	  reduction	  shuffles	  genetic	  material	  among	  multiple	  chromosomes	  simultaneously,	  breeders	  may	  be	  able	  to	  take	  advantage	  of	  quadrivalent	  formation	  for	  the	  introgression	  of	  traits	  from	  wild	  accessions.	  	  Knowledge	  of	  this	  coefficient’s	  magnitude	  provides	  blackberry	  breeders	  with	  the	  ability	  to	  estimate	  the	  size	  of	  population	  required	  to	  observe	  its	  effects.	  	  This	  is	  especially	  useful	  for	  breeders	  in	  the	  mold	  of	  J.	  W.	  Hull	  (1958)	  who	  are	  interested	  in	  meiotic	  abnormalities	  and	  polyploidy:	  the	  coefficient	  also	  estimates	  the	  frequency	  of	  naturally-­‐occurring	  multivalent	  formation	  and	  non-­‐disjunction.	  The	  methodology	  developed	  here	  to	  process	  high-­‐throughput	  data	  should	  provide	  a	  strong	  impetus	  to	  others	  to	  attempt	  similar	  research.	  	  In	  fact,	  the	  methodology	  may	  be	  the	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most	  important	  aspect	  of	  this	  research	  for	  the	  community	  of	  breeders	  (of	  any	  genera)	  working	  with	  tetraploid	  or	  polyploid	  crops.	  	  The	  techniques	  and	  technology	  are	  easily	  transferrable	  and	  customizable,	  with	  many	  of	  the	  software	  tools	  developed	  by	  this	  author	  capable	  of	  handling	  data	  of	  any	  ploidy	  and	  in	  a	  parallel	  fashion	  for	  increased	  performance.	  	  In	  a	  test	  of	  the	  flexibility	  of	  the	  system,	  the	  entire	  blackberry	  sequencing	  data	  set	  acquired	  for	  this	  research	  was	  processed	  from	  alignment	  to	  mapping-­‐ready	  data	  in	  two	  week’s	  time	  on	  a	  modest,	  undedicated	  computer	  system	  (a	  256	  gigabyte,	  48	  core	  computer	  system	  shared	  among	  lab	  members).	  
4.2 Future	  Work	  Of	  immediate	  interest	  is	  the	  further	  isolation	  of	  the	  locus	  for	  the	  thornless	  trait.	  	  While	  the	  mapping	  population	  exists,	  additional	  tissue	  may	  be	  harvested,	  DNA	  isolated,	  and	  primers	  tested	  to	  discover	  if	  they	  amplify	  DNA	  in	  ‘Chester’.	  	  Furthermore,	  by	  searching	  the	  raspberry	  reference	  genome	  in	  this	  region,	  additional	  markers	  should	  be	  uncovered,	  permitting	  fine	  mapping	  of	  the	  region	  at	  a	  later	  date.	  	  The	  annotated	  raspberry	  gene	  models	  in	  the	  region	  could	  then	  be	  searched	  for	  genes	  correlated	  with	  epidermal	  development.	  The	  discovery	  of	  QTLs	  for	  other	  traits	  of	  interest	  should	  proceed	  from	  the	  foundation	  built	  here.	  	  Data	  were	  collected	  for	  a	  variety	  of	  morphological	  characters,	  such	  as	  thorns	  on	  petioles	  and	  midribs	  of	  leaves,	  and	  fruit	  size,	  shape,	  and	  mass.	  	  The	  data	  should	  be	  useful	  for	  publication	  provided	  QTLs	  are	  found.	  The	  software	  pipeline	  for	  analyzing	  the	  data	  should	  be	  made	  available	  to	  the	  research	  community.	  	  While	  the	  core	  tools	  developed	  by	  this	  author	  are	  fully	  documented,	  many	  of	  the	  specialized	  tools	  developed	  later	  require	  documentation	  and	  minor	  enhancements	  to	  improve	  efficiency.	  	  Dense	  documentation	  in	  the	  form	  of	  comments	  embedded	  in	  the	  code	  make	  the	  code	  easy	  to	  understand	  and	  extensible.	  In	  the	  future,	  the	  data	  and	  techniques	  developed	  here	  could	  form	  a	  foundation	  for	  marker-­‐assisted	  selection	  program.	  	  Marker-­‐assisted	  selection	  has	  as	  yet	  made	  little	  impact	  in	  the	  breeding	  of	  Rubus.	  	  As	  technologies	  improve	  and	  sequencing	  costs	  continue	  to	  decline,	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marker-­‐assisted	  protocols	  will	  likely	  displace,	  or	  at	  least	  complement,	  many	  traditional	  breeding	  practices.	  Eventually,	  the	  Rubus	  genome	  will	  be	  fully	  sequenced.	  	  Most	  likely	  this	  will	  be	  the	  genome	  of	  Rubus	  idaeus,	  since	  the	  draft	  is	  approximately	  40%	  complete	  at	  the	  time	  of	  this	  writing.	  	  This	  research	  has	  shown	  the	  R.	  idaeus	  appears	  to	  be	  sufficiently	  similar	  to	  blackberries	  to	  justify	  its	  continued	  use	  for	  genomic	  analyses.	  	  The	  analytical	  methods	  developed	  here	  should	  play	  a	  role	  in	  future	  research	  into	  the	  genetics	  of	  eastern	  tetraploid	  blackberries.
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Figure	  1.1:	  Cladistic	  analysis	  of	  125	  combined	  characters	  across	  multiple	  Rosaceae	  
genera	  (Evans,	  1999a).	  	  This	  phylogenetic	  tree	  depicts	  the	  relationships	  among	  Rosaceae	  genera.	  	  Genera	  more	  closely	  related	  to	  one	  another	  are	  adjacent	  branches	  forking	  off	  from	  the	  same	  tree.	  	  The	  more	  distant	  the	  relationship,	  the	  greater	  the	  distance	  depicted	  in	  the	  tree.	  	  The	  interpretation	  of	  the	  phylogeny	  of	  the	  Rosaceae	  may	  be	  summarized	  from	  Evans:	  The	  tree	  is	  one	  of	  four	  parsimonious	  trees.	  	  Numbers	  above	  the	  lines	  are	  the	  number	  of	  characteristic	  state	  changes	  (changes	  to	  the	  observed	  trait/genomic	  sequence)	  supporting	  the	  clade.	  	  Numbers	  below	  the	  lines	  are	  the	  bootstrap	  support	  values	  >50%	  after	  250	  replicates.	  	  Colors	  represent	  traditional	  subfamily	  categorizations,	  while	  to	  the	  right	  are	  the	  reclassification	  names	  proposed	  in	  1997	  (Takhtajan).	  	  For	  more	  information,	  see	  (Evans,	  1999c).	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Figure	  1.2:	  Pedigree	  for	  ‘Chester	  Thornless’.	  	  The	  pedigree	  of	  ‘Chester	  Thornless’	  is	  based	  upon	  entries	  in	  the	  Germplasm	  Resources	  Information	  Network	  (GRIN)	  (USDA,	  2014),	  Stafne	  and	  Clark	  (2004),	  and	  other	  published	  sources.	  	  Cultivars	  or	  species	  in	  gray	  are	  those	  for	  which	  parentage	  could	  not	  be	  determined.	  	  Cultivars	  or	  species	  outlined	  in	  red	  are	  those	  involved	  in	  selfing,	  backcrossing,	  or	  the	  production	  of	  unreduced	  gametes.	  	  Where	  possible,	  species	  names	  are	  given	  with	  the	  Rubus	  subsection	  listed	  in	  parentheses	  underneath.	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Figure	  1.3:	  Pedigree	  for	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  The	  pedigree	  of	  ‘Prime-­‐Jim’	  is	  based	  upon	  entries	  in	  the	  Germplasm	  Resources	  Information	  Network	  (GRIN)	  (USDA,	  2014),	  Stafne	  and	  Clark	  (2004),	  and	  other	  published	  sources.	  	  Cultivars	  or	  species	  in	  gray	  are	  those	  for	  which	  parentage	  could	  not	  be	  determined.	  	  Cultivars	  or	  species	  outlined	  in	  red	  are	  those	  involved	  in	  selfing,	  backcrossing,	  or	  the	  production	  of	  unreduced	  gametes.	  	  Where	  possible,	  species	  names	  are	  given	  with	  the	  Rubus	  subsection	  listed	  in	  parentheses	  underneath.	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Figure	  2.1:	  An	  example	  pileup	  of	  sequence	  reads.	  	  The	  illustration	  above	  is	  a	  screen	  capture	  from	  the	  genome	  visualization	  tool	  Tablet	  (Milne	  et	  al.,	  2013).	  	  What	  is	  shown	  is	  a	  small	  sequence	  region	  of	  the	  genomic	  DNA	  reference	  Rubus	  idaeus.	  	  Aligned	  to	  this	  region	  are	  a	  cluster	  of	  short	  sequence	  DNA	  reads	  from	  ‘Chester’.	  	  In	  the	  region	  of	  the	  raspberry	  reference	  genome	  depicted,	  a	  number	  of	  common	  features	  are	  observed	  in	  the	  stack	  of	  aligned	  reads:	  there	  is	  a	  six	  base	  pair	  deletion	  on	  the	  left;	  there	  are	  two	  biallelic	  SNPs	  adjacent	  to	  one	  another;	  there	  are	  two	  alternate	  alleles	  that	  were	  called	  quadriplex	  (homozygous	  for	  a	  non-­‐reference	  allele)	  by	  the	  genotyper;	  and	  a	  possible	  example	  of	  a	  single	  nucleotide	  sequencing	  error.	  	  Later	  examination	  of	  genotypes	  called	  at	  the	  SNP	  loci	  reveals	  that	  they	  are	  simplex	  at	  both	  loci:	  A/A/A/C	  and	  C/G/G/G.	  	  The	  alternate	  alleles	  were	  called	  quadriplex:	  T/T/T/T	  and	  G/G/G/G.	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RLG1	   14881421	   .	   C	   A	   10.94	   LowQual	   \	  
	  	   AC=1;AF=0.250;AN=4;BaseQRankSum=0.727;DP=4;Dels=0.00;FS=0.000;…	  \	  
	  	   GT:AD:DP:GQ:MLPSAC:MLPSAF:PL	  0/0/0/1:3,1:4:2:1:0.250:35,0,2,10,110	  
	  
RLG1	   14881462	   .	   T	   G	   482.20	  .	   \	  
	   AC=1;AF=0.250;AN=4;BaseQRankSum=0.049;DP=62;Dels=0.00;FS=0.000;…	  \	  
	  	   GT:AD:DP:GQ:MLPSAC:MLPSAF:PL
	   0/0/0/1:47,15:62:38:1:0.250:509,0,38,153,2147483647	  
	  
RLG1	   15029512	   .	   G	   A	   555.22	  .	   \	  	  
	   AC=1;AF=0.250;AN=4;BaseQRankSum=2.403;DP=56;Dels=0.00;FS=0.000;…	  \	  
	  	   GT:AD:DP:GQ:MLPSAC:MLPSAF:PL
	   0/0/0/1:40,16:56:22:1:0.250:582,0,22,114,2147483647	  
Figure	  2.2:	  Sample	  VCF	  data.	  	  This	  fragment	  of	  a	  VCF	  file	  generated	  by	  the	  GATK	  UnifiedGenotyper	  contains	  four	  simplex	  (0/0/0/1)	  SNPs.	  	  For	  illustrative	  purposes,	  not	  all	  of	  the	  VCF	  data	  from	  each	  locus	  is	  presented	  here.	  	  Omitted	  data	  is	  designated	  by	  “…”	  and	  long	  lines	  are	  wrapped	  at	  the	  continuation	  character	  “\”.	  	  Each	  VCF	  record	  is	  contained	  in	  a	  single	  line	  of	  plain	  text.	  	  The	  data	  is	  tab-­‐separated	  between	  major	  fields.	  	  The	  order	  of	  columns	  in	  the	  data	  is:	  1)	  chromosome	  name,	  2)	  reference	  base	  position,	  3)	  gene/sequence	  id	  (not	  used),	  4)	  the	  reference	  base,	  5)	  the	  alternate	  base,	  6)	  phred-­‐scaled	  quality	  of	  the	  genotype	  call,	  7)	  filter	  name	  (if	  applied),	  8)	  statistics	  regarding	  the	  reads	  at	  that	  locus,	  9)	  the	  format	  of	  the	  genotype	  data	  to	  follow,	  and	  10)	  statistics	  about	  the	  genotype	  call.	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Figure	  2.3:	  Number	  of	  loci	  as	  a	  function	  of	  read	  depth.	  	  As	  expected,	  the	  majority	  of	  loci	  in	  the	  raspberry	  reference	  genome	  to	  which	  sequencing	  data	  was	  aligned	  have	  very	  low	  read	  depth,	  while	  few	  loci	  have	  a	  high	  depth	  of	  coverage.	  	  The	  read	  depth	  range	  plotted	  here	  is	  a	  subsample	  of	  the	  full	  range	  within	  the	  data.	  	  Loci	  with	  read	  depths	  fewer	  than	  32	  reads	  per	  loci	  have	  been	  excluded:	  there	  were	  so	  many	  of	  these	  the	  rest	  of	  the	  curve	  would	  appear	  to	  be	  flat.	  	  Those	  loci	  with	  fewer	  than	  32	  were	  discarded	  from	  our	  analyses	  as	  not	  having	  sufficient	  read	  depth	  to	  produce	  a	  meaningful	  genotype.	  	  The	  greatest	  read	  depth	  within	  the	  data	  was	  20,000	  (not	  depicted	  in	  this	  plot),	  the	  down-­‐sampling	  value	  given	  to	  the	  GATK	  UnifiedGenotyper.	  	  Read	  depths	  of	  this	  magnitude	  clearly	  indicate	  the	  presence	  of	  common	  but	  unmasked	  repetitive	  sequences	  in	  the	  reference.	  	  The	  vertical	  red	  line	  indicates	  the	  DP	  (depth)	  threshold	  (DP=512)	  for	  the	  upper	  limit	  of	  hard-­‐filtered	  DP	  values.	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Figure	  2.4:	  	  Number	  of	  loci	  as	  a	  function	  of	  read	  depth	  (magnified).	  	  This	  illustration	  is	  a	  portion	  of	  the	  chart	  in	  Figure	  2.3	  magnified	  for	  read	  depths	  in	  the	  range	  of	  300	  and	  600.	  	  The	  horizontal	  line	  indicates	  a	  total	  of	  25	  loci	  at	  the	  given	  read	  depth.	  	  The	  vertical	  red	  bar	  is	  position	  at	  DP=512,	  the	  upper	  threshold	  for	  hard	  filtering	  of	  read	  depths	  used	  in	  this	  experiment.	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Figure	  2.5:	  Conjoined	  haplotypes.	  	  This	  linkage	  map	  of	  Ch/RLG2	  (‘Chester’	  linkage	  group	  2)	  depicts	  an	  instance	  of	  multiple	  haplotypes	  conjoined	  within	  a	  single	  blackberry	  linkage	  group,	  split	  here	  into	  two	  segments	  for	  viewing	  on	  a	  single	  page.	  	  The	  numbers	  to	  the	  left	  of	  the	  symbolic	  linkage	  group	  denote	  map	  distances	  in	  centiMorgans	  (cM);	  the	  marker	  loci	  are	  to	  the	  right.	  	  The	  marker	  names	  follow	  the	  format	  described	  in	  the	  text.	  	  Note	  the	  order	  of	  RLG2	  reference	  base	  positions.	  	  At	  0.0	  cM	  on	  the	  blackberry	  linkage	  group,	  the	  markers	  have	  a	  raspberry	  reference	  alignment	  of	  20	  Mbp	  (20,020,642).	  	  As	  the	  blackberry	  linkage	  map	  extends	  down	  the	  page	  and	  the	  distance	  in	  cM	  increases,	  the	  RLG2	  reference	  positions	  decrease:	  RLG2-­‐18.465.775-­‐G	  …	  RLG2-­‐14.707.947-­‐A	  …	  RLG2-­‐08.596.505-­‐C	  …	  RLG2-­‐00.199.031-­‐C.	  	  At	  98.4	  cM	  they	  reverse	  the	  trend	  and	  the	  reference	  positions	  begin	  increasing	  until	  they	  reach	  22	  Mbp.	  	  At	  first	  glance,	  the	  inverted	  marker	  ordering	  would	  suggest	  a	  chromosomal	  rearrangement	  consistent	  with	  duplication	  of	  raspberry	  chromosome	  2	  followed	  by	  fusion	  of	  the	  pair	  at	  one	  end.	  	  An	  inspection	  of	  marker	  phasing	  in	  JoinMap®	  revealed	  a	  phase	  change	  at	  locus	  RLG2-­‐00.205.762-­‐C	  (Figure	  2.6).	  	  In	  other	  occurrences	  of	  this	  phenomenon,	  the	  inverted	  pattern	  always	  correlated	  with	  a	  shift	  in	  phase,	  from	  {0-­‐}	  to	  {1-­‐}	  in	  the	  JoinMap	  data,	  and	  was	  used	  as	  an	  indicator	  of	  the	  presence	  of	  multiple	  haplotypes	  within	  a	  single	  linkage	  group.	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Figure	  2.6:	  Linkage	  phases	  in	  JoinMap®.	  	  The	  table	  above	  is	  selected	  from	  the	  data	  generated	  by	  JoinMap®	  to	  create	  ‘Chester’	  linkage	  group	  2	  (Ch/RLG2)	  and	  corresponds	  to	  the	  map	  depicted	  in	  Figure	  2.5.	  	  The	  second	  column	  contains	  the	  marker	  name,	  while	  the	  fourth	  column	  contains	  the	  marker	  phase,	  denoted	  here	  as	  {0-­‐}	  and	  {1-­‐}.	  	  The	  change	  in	  phase	  represents	  a	  shift	  in	  markers	  from	  coupling	  to	  repulsion	  phase.	  	  The	  data	  is	  sorted	  by	  phase	  to	  highlight	  the	  presence	  of	  multiple	  haplotypes	  within	  the	  single	  data	  set.	  	  To	  produce	  a	  map	  for	  phase	  {0-­‐},	  all	  of	  the	  markers	  with	  phase	  {1-­‐}	  were	  marked	  for	  exclusion	  in	  the	  software	  before	  ordering	  and	  spacing	  of	  the	  markers.	  	  Following	  any	  other	  rendering	  tasks	  (such	  as	  the	  removal	  markers	  from	  repetitive	  regions	  of	  the	  reference),	  all	  markers	  with	  phase	  {0-­‐}	  we	  excluded,	  and	  the	  process	  repeated	  to	  produce	  a	  map	  of	  markers	  with	  phase	  {1-­‐}.	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Figure	  2.7:	  Haplotypes	  visualized	  in	  Tablet.	  	  This	  illustration	  is	  an	  example	  of	  four	  different	  haplotypes	  aligned	  to	  RLG2	  in	  ‘Chester’,	  corresponding	  to	  the	  conjoined	  linkage	  maps	  in	  Figure	  2.5	  and	  the	  phased	  data	  in	  Figure	  2.6.	  	  Top:	  The	  graphic	  is	  a	  screen	  capture	  from	  the	  genome	  visualization	  tool	  Tablet	  (Milne	  et	  al.,	  2013).	  	  The	  columns	  represent	  a	  stack	  of	  aligned	  bases	  at	  a	  particular	  locus	  in	  the	  R.	  idaeus	  reference.	  	  Regions	  of	  different	  colors	  represent	  alternate	  alleles.	  	  Isolated	  SNPs	  are	  likely	  the	  result	  of	  base-­‐calling	  errors	  during	  sequencing.	  	  SNPs	  in	  abundance	  at	  a	  locus	  are	  likely	  to	  be	  valid	  polymorphisms.	  	  In	  this	  region	  of	  RLG2,	  there	  are	  six	  single	  nucleotide	  polymorphisms	  at	  the	  reference	  positions	  marked	  by	  the	  arrows.	  	  Bottom:	  When	  the	  reads	  are	  sorted	  by	  SNP,	  four	  distinct	  patterns	  emerge.	  	  Each	  represents	  a	  haplotype:	  the	  first	  (dark	  red)	  and	  fourth	  (dark	  blue)	  each	  have	  two	  SNPs	  in	  coupling	  phase.	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Figure	  2.8:	  	  An	  example	  of	  misplaced	  markers.	  	  The	  highlighted	  markers	  in	  this	  example	  map	  to	  the	  same	  locus,	  24.4	  cM	  from	  the	  end	  ‘Chester’	  linkage	  group	  1	  (ch/RLG-­‐1).	  	  However,	  when	  aligned	  to	  the	  raspberry	  reference,	  the	  RAD	  sequences	  are	  separated	  by	  7.78	  megabases.	  	  Markers	  mapping	  to	  the	  same	  locus,	  whose	  RLG	  distances	  exceeded	  15%	  the	  total	  length	  of	  the	  raspberry	  linkage	  group	  to	  which	  they	  were	  aligned,	  were	  discarded.	  	  In	  this	  example,	  these	  two	  markers	  would	  be	  marked	  for	  exclusion	  during	  subsequent	  rounds	  of	  marker	  ordering	  and	  placement.	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Figure	  2.9:	  Reads	  per	  accession.	  	  This	  chart	  shows	  the	  variation	  observed	  in	  the	  number	  of	  reads	  per	  accession	  returned	  from	  the	  sequencing	  centers.	  	  The	  accessions	  are	  ordered	  in	  numerical	  order.	  	  The	  read	  count	  data	  for	  each	  accession	  is	  provided	  in	  Table	  2.	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Figure	  2.10:	  Reads	  per	  accession,	  sorted	  by	  abundance.	  	  This	  chart	  shows	  the	  variation	  observed	  in	  the	  number	  of	  reads	  per	  accession	  returned	  from	  the	  sequencing	  centers	  but	  sorted	  by	  read	  abundance.	  	  The	  accessions	  are	  ordered	  in	  numerical	  order.	  	  The	  read	  count	  data	  for	  each	  accession	  is	  provided	  in	  Table	  2.	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Figure	  2.11:	  	  The	  linkage-­‐mapped	  thornless	  locus.	  	  This	  map	  shows	  the	  placement	  of	  the	  phenotypic	  markers	  for	  prickle	  density	  at	  the	  base,	  middle,	  and	  tip	  regions	  of	  the	  canes.	  	  To	  create	  this	  map,	  the	  phenotypic	  data	  representing	  the	  presence	  or	  absence	  of	  thorns	  at	  the	  base,	  middle,	  or	  tip	  portions	  of	  the	  cane	  were	  coded	  as	  type	  “nnxnp”	  (homozygous	  in	  the	  female,	  heterozygous	  in	  the	  male)	  and	  loaded	  into	  JoinMap®	  with	  the	  molecular	  data.	  	  Given	  the	  genotypes	  of	  the	  parents	  at	  the	  thornless	  locus	  S	  (ssss	  ×	  SSss)	  a	  5:1	  segregation	  ratio	  was	  expected.	  	  Meanwhile,	  the	  nnxnp	  classification	  expects	  the	  population	  to	  be	  in	  a	  1:1	  segregation	  ratio.	  	  Despite	  severe	  segregation	  distortion	  present,	  four	  markers	  from	  a	  single	  RAD	  region	  (1,173,765	  –	  1,173,796	  base	  pairs	  from	  the	  end	  of	  raspberry	  linkage	  group	  4)	  were	  grouped	  with	  the	  phenotypic	  markers.	  	   	  
Tip-thorns0.0
Mid-thorns3.0
Base-thorns6.1
RLG4-01.173.765-T33.7
RLG4-01.173.776-A40.1
RLG4-01.173.783-A43.2
RLG4-01.173.796-A49.7
	  124	  
	  
Figure	  2.12:	  Inheritance	  of	  the	  primocane-­‐fruiting	  allele.	  	  	  This	  pedigree	  illustrates	  a	  hypothetical	  inheritance	  model	  that	  results	  in	  a	  duplex	  genotype	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  in	  'Chester'.	  	  This	  model	  assumes	  the	  presence	  of	  a	  single	  primocane-­‐fruiting	  allele	  in	  
R.	  allegheniensis,	  which	  is	  passed	  to	  the	  early	  cultivar	  ‘Eldorado’.	  	  In	  this	  scenario,	  the	  f	  allele	  is	  passed	  from	  ‘Eldorado’	  to	  ‘US	  1414’	  and	  ‘Hedrick’,	  and	  then	  to	  ‘Thornfree’,	  ‘Darrow’	  and	  ‘SIUS	  47’.	  	  In	  this	  configuration,	  no	  individual	  becomes	  homozygous	  for	  f	  at	  the	  locus,	  and	  all	  cultivars	  and	  lines	  remain	  single-­‐dose	  until	  the	  development	  of	  ‘Chester’.	  	  Thus	  there	  is	  never	  any	  expression	  of	  this	  trait	  in	  any	  of	  ‘Chester’’s	  ancestors.	  	  There	  are	  other	  obvious	  configurations	  of	  this	  model:	  this	  is	  simply	  one	  of	  several	  for	  illustrative	  purposes.	  	  There	  is	  also	  the	  possibility	  that	  ‘Chester’	  inherited	  a	  double	  dose	  of	  f	  via	  a	  double	  reduction	  gamete	  from	  one	  of	  its	  parents.	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Figure	  3.1:	  Observed	  double	  reduction	  products	  per	  accession.	  	  The	  82	  of	  106	  accessions	  that	  passed	  the	  marker	  locus	  quality	  filtration	  stage	  were	  surveyed	  for	  the	  presence	  of	  putative	  double	  reduction	  genotypes:	  genotypes	  formed	  by	  the	  merger	  of	  at	  least	  one	  gamete	  formed	  under	  double	  reduction.	  	  The	  bar	  chart	  on	  the	  left	  represents	  the	  abundance	  of	  double	  reduction	  products	  observed	  per	  accession	  within	  all	  called	  loci	  from	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Figure	  3.1	  (continued):	  the	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  and	  simplex	  ×	  simplex	  genotype	  cross	  classes.	  	  The	  median	  value	  is	  200	  putative	  double	  reduction	  loci	  per	  individual,	  with	  a	  mean	  μ	  =	  216	  per	  accession	  and	  a	  standard	  deviation	  σ	  =	  78.6.	  	  The	  chart	  on	  the	  right	  represents	  the	  abundance	  of	  double	  reduction	  products	  observed	  per	  accession	  across	  all	  loci,	  including	  those	  not	  used	  for	  mapping	  purposes.	  	  This	  category	  of	  loci	  includes	  genotype	  crosses	  such	  as	  duplex	  ×	  duplex.	  	  The	  median	  value	  is	  480	  per	  accession,	  with	  μ	  =	  505	  and	  σ	  =	  156.1.	  	  UIUA-­‐561	  and	  UIUA-­‐196	  exceed	  the	  mean	  value	  by	  more	  than	  two	  standard	  deviations.	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Figure	  3.2:	  Reverse-­‐mapping	  of	  segregationally	  distorted	  loci.	  	  To	  produce	  the	  maps	  depicted	  here,	  all	  loci	  resulting	  from	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  simplex	  ×	  simplex	  crosses	  with	  significant	  segregation	  distortion	  are	  mapped	  back	  onto	  their	  raspberry	  linkage	  group	  (RLG)	  positions.	  	  Not	  that	  his	  mapping	  is	  not	  linkage	  mapping	  of	  the	  blackberry	  genome:	  it	  is	  taking	  blackberry	  markers	  showing	  statistically	  significant	  segregation	  distortion,	  dividing	  them	  up	  by	  the	  raspberry	  linkage	  group	  to	  which	  the	  markers	  were	  originally	  aligned,	  and	  placing	  them	  in	  order	  based	  upon	  the	  SNP’s	  position	  given	  within	  the	  marker’s	  name	  (e.g.	  “RLG4-­‐07.291.967-­‐G”	  would	  be	  found	  in	  the	  map	  for	  RLG4	  above	  at	  position	  7,291,967).	  	  The	  test	  for	  distortion	  used	  four	  distinct	  chi-­‐square	  p-­‐values,	  depicted	  as	  numbers	  at	  the	  top	  of	  each	  map	  and	  identified	  in	  the	  legend.	  	  The	  scale	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Figure	  3.2	  (continued):	  bars	  are	  in	  megabases	  (Mb).	  	  Dense	  areas	  are	  potential	  candidate	  regions	  for	  the	  presence	  of	  lethal,	  semi-­‐lethal	  (disadvantageous),	  or	  perhaps	  even	  advantageous	  alleles.	  	  RLG1,	  RLG2,	  RLG4,	  and	  RLG5	  appear	  to	  have	  regions	  associated	  with	  distortion.	  	  These	  correspond	  to	  the	  following	  regions	  in	  each:	  RLG1:	  15-­‐17	  Mb;	  RLG2:	  11-­‐13	  Mb,	  17-­‐19	  Mb;	  RLG4:	  18-­‐22	  Mb;	  and,	  RLG5:	  22-­‐25	  Mb.	  	  Figure	  3.2	  presents	  graphs	  of	  the	  abundance	  of	  loci	  in	  normalized	  sliding	  windows	  across	  the	  length	  of	  each	  raspberry	  linkage	  group.	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Figure	  3.3:	  Normalized	  segregation	  distortion	  curves.	  	  The	  loci	  used	  to	  create	  these	  graphs	  are	  those	  classified	  as	  having	  statistically	  significant	  segregation	  distortion	  based	  on	  chi-­‐square	  tests	  using	  the	  p-­‐values	  in	  the	  chart	  legends.	  	  See	  Figure	  3.1	  for	  a	  reverse	  mapping	  of	  these	  loci	  back	  to	  the	  raspberry	  linkage	  groups.	  	  These	  graphs	  use	  a	  “sliding	  window”	  approach	  to	  plot	  the	  occurrence	  of	  loci	  that	  have	  segregation	  distortion.	  	  The	  window	  size	  is	  2.0	  Mb	  with	  a	  window	  increment	  of	  0.5	  Mb.	  	  Loci	  included	  in	  the	  sliding	  window	  are	  those	  failing	  the	  chi-­‐square	  test	  in	  JoinMap®.	  	  The	  data	  has	  been	  normalized	  to	  account	  for	  the	  total	  number	  of	  loci	  in	  each	  window.	  	  By	  normalizing	  the	  data,	  comparisons	  among	  adjacent	  map	  regions	  can	  be	  made	  using	  the	  same	  scale.	  	  Because	  this	  uses	  a	  sliding	  window,	  the	  normalized	  score	  is	  not	  equivalent	  to	  a	  percentage	  of	  loci	  associated	  with	  segregation	  distortion.	  	  	  Note:	  the	  y-­‐axis	  of	  the	  charts	  is	  not	  consistent.	  	  This	  is	  a	  defect	  that	  will	  be	  remedied	  in	  the	  next	  edition	  of	  this	  text.	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Figure	  3.3:	  (continued).	  
0"
0.1"
0.2"
0.3"
0.4"
0.5"
0.6"
0.7"
0.8"
0" 1" 2" 3" 4" 5" 6" 7" 8" 9" 10
"
11
"
12
"
13
"
14
"
15
"
16
"
17
"
18
"
19
"
20
"
21
"
22
"
23
"
24
"
N
or
m
al
iz
ed
+S
co
re
+
Map+Distance+(Mb)+
RLG4+
p=0.05"
p=0.01"
p=0.001"
p=0.0001"
0"
0.1"
0.2"
0.3"
0.4"
0.5"
0.6"
0.7"
0.8"
0.9"
0" 1" 2" 3" 4" 5" 6" 7" 8" 9" 10
"
11
"
12
"
13
"
14
"
15
"
16
"
17
"
18
"
19
"
20
"
21
"
22
"
23
"
24
"
25
"
26
"
27
"
28
"
29
"
N
or
m
al
iz
ed
+S
co
re
+
Map+Distance+(Mb)+
RLG5+
p=0.05"
p=0.01"
p=0.001"
p=0.0001"
0"
0.1"
0.2"
0.3"
0.4"
0.5"
0.6"
0.7"
0.8"
0.9"
0"
1.
5" 3"
4.
5" 6"
7.
5" 9"
10
.5
"
12
"
13
.5
"
15
"
16
.5
"
18
"
19
.5
"
21
"
22
.5
"
24
"
25
.5
"
27
"
28
.5
"
30
"
31
.5
"
33
"
34
.5
"
36
"
37
.5
"
39
"
N
or
m
al
iz
ed
+S
co
re
+
Map+Distance+(Mb)+
RLG6+
p=0.05"
p=0.01"
p=0.001"
p=0.0001"
0"
0.1"
0.2"
0.3"
0.4"
0.5"
0.6"
0.7"
0"
0.
5" 1"
1.
5" 2"
2.
5" 3"
3.
5" 4"
4.
5" 5"
5.
5" 6"
6.
5" 7"
7.
5" 8"
8.
5" 9"
9.
5" 10
"
10
.5
"
11
"
11
.5
"
12
"
12
.5
"
13
"
13
.5
"
14
"
N
or
m
al
iz
ed
+S
co
re
+
Map+Distance+(Mb)+
RLG7+
p=0.05"
p=0.01"
p=0.001"
p=0.0001"
	  131	  
7 Tables	  
Table	  2.1:	  Raspberry	  reference	  genome	  summary	  statistics.	  	   RLG1	   RLG2	   RLG3	   RLG4	   RLG5	   RLG6	   RLG7	   Total	  Abundance	   79	   73	   135	   78	   113	   178	   62	   718	  
Min	  (bp)	   2225	   3107	   2214	   2010	   2159	   2016	   2035	   2010	  
Max	  (bp)	   2215514	   3268117	   1460841	   3070843	   2675997	   2008621	   1156065	   3268117	  
μ	  (bp)	   208066	   251503	   182679	   260641	   199084	   162148	   175461	   197808	  
σ	  (bp)	   401953	   438411	   284481	   500501	   367489	   280617	   286028	   357121	  
Totals	   	   	   	   	   	   	   	   	  
ACGT	   12710970	   14221912	   18635962	   15741674	   17169627	   21778439	   8595444	   108854028	  
ACGTN	   16437216	   18359737	   24661634	   20329968	   22496474	   28862302	   10878556	   142025887	  
Buffered	   21429216	   22967737	   33237634	   25257968	   29664474	   40190302	   14782556	   187529887	  Reported	  here	  are	  basic	  statistics	  for	  each	  of	  the	  seven	  Rubus	  idaeus	  v1.08	  reference	  pseudochromosomes,	  referred	  to	  in	  the	  reference	  as	  “raspberry	  linkage	  groups”	  (RLG).	  	  The	  numbering	  of	  the	  linkage	  groups	  follows	  that	  of	  Bushakra	  et	  al.,	  (2012).	  	  The	  pseudochromosomes	  consist	  of	  718	  individual	  scaffolds	  ordered	  via	  unambiguous	  marker	  mappings	  (Ward	  et	  al.,	  2013).	  	  Minimum	  and	  maximum	  scaffold	  length	  are	  reported	  here,	  and	  include	  the	  mean	  scaffold	  length	  and	  standard	  deviation.	  	  All	  length	  data	  is	  given	  in	  base	  pairs.	  	  “Total	  ACGT”	  represents	  the	  number	  of	  called	  bases	  in	  the	  reference.	  	  “Total	  ACGTN”	  is	  the	  number	  of	  called	  bases	  and	  interleaved	  uncalled	  bases	  that	  were	  part	  of	  the	  original	  scaffold	  ordering.	  	  “Total	  Buffered”	  includes	  the	  regions	  of	  uncalled	  bases	  inserted	  to	  prevent	  reads	  aligning	  across	  the	  scaffold	  boundaries:	  it	  can	  be	  thought	  of	  as	  the	  length	  of	  the	  linkage	  group	  used	  in	  this	  research.	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Table	  2.2:	  Genotypic	  segregation	  ratios	  of	  biallelic	  markers.	  
Parents	   Progeny	   	  
♀	   ♂	   0/0/0/0	   0/0/0/1	   0/0/1/1	   0/1/1/1	   1/1/1/1	   	  
0/0/0/0	   0/0/0/0	   1	   	   	   	   	   	  
0/0/0/0	   0/0/0/1	   1	   1	   DR	   	   	   *	  
0/0/0/0	   0/0/1/1	   1	   4	   1	   	   	   	  
0/0/0/0	   0/1/1/1	   DR	   1	   1	   	   	   	  
0/0/0/0	   1/1/1/1	   	   	   1	   	   	   	  
0/0/0/1	   0/0/0/1	   1	   2	   1	   DR	   DR	   *	  
0/0/0/1	   0/0/1/1	   1	   5	   5	   1	   DR	   	  
0/0/0/1	   0/1/1/1	   DR	   1	   2	   1	   DR	   	  
0/0/1/1	   0/0/1/1	   1	   8	   18	   8	   1	   	  
0/0/1/1	   0/1/1/1	   DR	   1	   5	   5	   1	   	  
0/0/1/1	   1/1/1/1	   	   	   1	   4	   1	   	  
0/1/1/1	   0/1/1/1	   DR	   DR	   1	   2	   1	   	  
0/1/1/1	   1/1/1/1	   	   	   DR	   1	   1	   *	  
1/1/1/1	   1/1/1/1	   	   	   	   	   1	   	  Given	  the	  two	  parental	  genotypes,	  the	  preceding	  ratios	  are	  expected	  in	  an	  autotetraploid	  with	  gametes	  produced	  under	  the	  assumption	  of	  random	  chromosomal	  inheritance	  (RCSA).	  	  The	  ratios	  are	  given	  in	  terms	  of	  whole	  numbers.	  	  Potentially	  observable	  double	  reduction	  products	  are	  marked	  DR.	  	  The	  genotypes	  are	  denoted	  in	  vector	  notation,	  commonly	  seen	  in	  VCF	  data.	  	  0	  represents	  any	  allele	  and	  1	  represents	  an	  first	  alternate	  allele.	  	  E.g.	  the	  duplex	  genotype	  “0/0/1/1”	  could	  represent	  “C/C/T/T”,	  “A/A/T/T”,	  or	  any	  other	  combination	  of	  two	  alleles.	  	  In	  this	  notation,	  the	  alleles	  can	  represent	  sequences	  of	  bases,	  not	  just	  single	  nucleotides.	  	  “0/0/1/1”	  could	  also	  represent	  a	  short	  haplotype	  “GAC/GAC/GTC/GTC”,	  though	  this	  will	  obviously	  not	  occur	  in	  any	  of	  our	  SNP	  data	  sets.	  	  Segregation	  ratios	  acceptable	  for	  the	  Joinmap®	  4.1	  “CP”	  population	  type	  are	  marked	  with	  an	  asterisk.	  	  In	  the	  JoinMap®	  CP	  population	  type,	  these	  are	  classified	  as	  “nnxnp”	  (nulliplex	  ×	  simplex),	  “hkxhk”	  (simplex	  ×	  simplex),	  and	  “lmxll”	  (simplex	  ×	  nulliplex),	  respectively.	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Table	  2.3:	  Sequenced	  reads	  per	  UIUA	  accession	  number.	  
Accession	   Reads	   Accession	   Reads	   Accession	   Reads	   Accession	   Reads	  Chester	   8,949,445	   UIUA-­‐120	   3,559,223	   UIUA-­‐324	   3,446,974	   UIUA-­‐555	   3,368,445	  Prime-­‐Jim	   7,724,192	   UIUA-­‐124	   3,669,551	   UIUA-­‐343	   4,216,370	   UIUA-­‐556	   3,219,744	  UIUA-­‐009	   3,362,120	   UIUA-­‐129	   5,091,582	   UIUA-­‐347	   5,784,373	   UIUA-­‐561	   4,384,866	  UIUA-­‐016	   4,445,035	   UIUA-­‐158	   3,757,679	   UIUA-­‐360	   6,452,049	   UIUA-­‐579	   4,535,286	  UIUA-­‐027	   4,053,414	   UIUA-­‐163	   6,468,093	   UIUA-­‐366	   2,983,786	   UIUA-­‐583	   2,238,115	  UIUA-­‐035	   2,910,307	   UIUA-­‐170	   2,792,540	   UIUA-­‐371	   4,224,945	   UIUA-­‐600	   4,323,644	  UIUA-­‐038	   3,997,362	   UIUA-­‐179	   3,364,534	   UIUA-­‐381	   3,944,992	   UIUA-­‐604	   3,533,888	  UIUA-­‐049	   3,593,352	   UIUA-­‐180	   2,784,582	   UIUA-­‐386	   1,557,825	   UIUA-­‐609	   3,512,524	  UIUA-­‐050	   3,020,986	   UIUA-­‐183	   4,903,036	   UIUA-­‐390	   365,033	   UIUA-­‐616	   1,480,053	  UIUA-­‐058	   6,983,702	   UIUA-­‐193	   2,516,362	   UIUA-­‐414	   3,759,790	   UIUA-­‐617	   4,836,686	  UIUA-­‐060	   4,270,836	   UIUA-­‐196	   4,748,738	   UIUA-­‐421	   2,664,817	   UIUA-­‐623	   3,688,867	  UIUA-­‐061	   4,602,031	   UIUA-­‐199	   4,642,684	   UIUA-­‐422	   3,606,515	   UIUA-­‐634	   3,781,556	  UIUA-­‐062	   6,070,886	   UIUA-­‐208	   4,098,849	   UIUA-­‐427	   2,514,682	   UIUA-­‐638	   3,231,257	  UIUA-­‐070	   8,348,469	   UIUA-­‐228	   1,451,447	   UIUA-­‐429	   4,187,223	   UIUA-­‐643	   7,602,065	  UIUA-­‐071	   4,750,234	   UIUA-­‐243	   6,141,691	   UIUA-­‐443	   2,608,250	   UIUA-­‐648	   2,695,789	  UIUA-­‐073	   3,752,355	   UIUA-­‐252	   3,547,719	   UIUA-­‐457	   4,096,385	   UIUA-­‐655	   4,645,355	  UIUA-­‐075	   2,602,223	   UIUA-­‐254	   5,096,182	   UIUA-­‐462	   3,851,396	   UIUA-­‐662	   5,355,669	  UIUA-­‐084	   4,943,538	   UIUA-­‐263	   3,982,316	   UIUA-­‐463	   2,502,540	   UIUA-­‐664	   4,200,100	  UIUA-­‐085	   7,908,188	   UIUA-­‐271	   3,560,892	   UIUA-­‐466	   3,472,151	   UIUA-­‐680	   5,536,619	  UIUA-­‐088	   4,050,195	   UIUA-­‐283	   3,781,601	   UIUA-­‐495	   3,676,042	   UIUA-­‐686	   6,503,029	  UIUA-­‐089	   5,513,976	   UIUA-­‐288	   6,438,802	   UIUA-­‐498	   3,843,438	   UIUA-­‐690	   5,130,589	  UIUA-­‐097	   5,933,377	   UIUA-­‐291	   4,939,584	   UIUA-­‐511	   4,439,895	   UIUA-­‐702	   3,303,744	  UIUA-­‐104	   3,829,030	   UIUA-­‐294	   3,640,076	   UIUA-­‐512	   3,316,118	   UIUA-­‐718	   5,114,919	  UIUA-­‐105	   3,734,569	   UIUA-­‐302	   3,824,995	   UIUA-­‐521	   4,332,145	   UIUA-­‐726	   2,648,971	  UIUA-­‐108	   2,798,138	   UIUA-­‐308	   4,352,554	   UIUA-­‐527	   2,951,484	   UIUA-­‐732	   4,072,020	  UIUA-­‐110	   3,934,952	   UIUA-­‐320	   4,274,613	   UIUA-­‐544	   5,664,590	   UIUA-­‐744	   3,482,131	  UIUA-­‐115	   7,360,990	   UIUA-­‐322	   3,658,599	   UIUA-­‐550	   3,890,133	   UIUA-­‐747	   7,689,229	  
	   	   	   	   	   	   	   	  	   	   	   	   	   	   	   	  
Total:	   457,001,527	   	   	   	   	   	   	  Min:	   365,033	   (UIUA-­‐390)	   	   	   	   	   	  Max:	   8,949,445	   (Chester)	   	   	   	   	   	  μ	   4,231,496	   	   	   	   	   	   	  σ	   1,501,398	   	   	   	   	   	   	  The	  read	  counts	  per	  accession,	  post-­‐demultiplexing	  by	  the	  process_radtags	  program.	  	  Reads	  with	  low	  quality	  or	  uncalled	  bases	  were	  dropped.	  	  Options	  passed	  to	  process_radtags	  were	  “-­‐e	  nsiI	  -­‐i	  fastq	  -­‐y	  fastq	  -­‐c	  -­‐q	  -­‐r	  -­‐E	  phred33	  -­‐t	  92	  	  -­‐o	  .”.	  	  A	  chart	  of	  this	  data	  is	  available	  in	  Figure	  2.9.	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Table	  2.4:	  Sequenced	  reads	  per	  UIUA	  accession,	  sorted	  by	  abundance.	  
Accession	   Reads	   Accession	   Reads	   Accession	   Reads	   Accession	   Reads	  Chester	   	  8,949,445	  	   UIUA-­‐617	   	  4,836,686	  	   UIUA-­‐110	   	  3,934,952	  	   UIUA-­‐555	   	  3,368,445	  	  UIUA-­‐070	   	  8,348,469	  	   UIUA-­‐071	   	  4,750,234	  	   UIUA-­‐550	   	  3,890,133	  	   UIUA-­‐179	   	  3,364,534	  	  UIUA-­‐085	   	  7,908,188	  	   UIUA-­‐196	   	  4,748,738	  	   UIUA-­‐462	   	  3,851,396	  	   UIUA-­‐009	   	  3,362,120	  	  Prime-­‐Jim	   	  7,724,192	  	   UIUA-­‐655	   	  4,645,355	  	   UIUA-­‐498	   	  3,843,438	  	   UIUA-­‐512	   	  3,316,118	  	  UIUA-­‐747	   	  7,689,229	  	   UIUA-­‐199	   	  4,642,684	  	   UIUA-­‐104	   	  3,829,030	  	   UIUA-­‐702	   	  3,303,744	  	  UIUA-­‐643	   	  7,602,065	  	   UIUA-­‐061	   	  4,602,031	  	   UIUA-­‐302	   	  3,824,995	  	   UIUA-­‐638	   	  3,231,257	  	  UIUA-­‐115	   	  7,360,990	  	   UIUA-­‐579	   	  4,535,286	  	   UIUA-­‐283	   	  3,781,601	  	   UIUA-­‐556	   	  3,219,744	  	  UIUA-­‐058	   	  6,983,702	  	   UIUA-­‐016	   	  4,445,035	  	   UIUA-­‐634	   	  3,781,556	  	   UIUA-­‐050	   	  3,020,986	  	  UIUA-­‐686	   	  6,503,029	  	   UIUA-­‐511	   	  4,439,895	  	   UIUA-­‐414	   	  3,759,790	  	   UIUA-­‐366	   	  2,983,786	  	  UIUA-­‐163	   	  6,468,093	  	   UIUA-­‐561	   	  4,384,866	  	   UIUA-­‐158	   	  3,757,679	  	   UIUA-­‐527	   	  2,951,484	  	  UIUA-­‐360	   	  6,452,049	  	   UIUA-­‐308	   	  4,352,554	  	   UIUA-­‐073	   	  3,752,355	  	   UIUA-­‐035	   	  2,910,307	  	  UIUA-­‐288	   	  6,438,802	  	   UIUA-­‐521	   	  4,332,145	  	   UIUA-­‐105	   	  3,734,569	  	   UIUA-­‐108	   	  2,798,138	  	  UIUA-­‐243	   	  6,141,691	  	   UIUA-­‐600	   	  4,323,644	  	   UIUA-­‐623	   	  3,688,867	  	   UIUA-­‐170	   	  2,792,540	  	  UIUA-­‐062	   	  6,070,886	  	   UIUA-­‐320	   	  4,274,613	  	   UIUA-­‐495	   	  3,676,042	  	   UIUA-­‐180	   	  2,784,582	  	  UIUA-­‐097	   	  5,933,377	  	   UIUA-­‐060	   	  4,270,836	  	   UIUA-­‐124	   	  3,669,551	  	   UIUA-­‐648	   	  2,695,789	  	  UIUA-­‐347	   	  5,784,373	  	   UIUA-­‐371	   	  4,224,945	  	   UIUA-­‐322	   	  3,658,599	  	   UIUA-­‐421	   	  2,664,817	  	  UIUA-­‐544	   	  5,664,590	  	   UIUA-­‐343	   	  4,216,370	  	   UIUA-­‐294	   	  3,640,076	  	   UIUA-­‐726	   	  2,648,971	  	  UIUA-­‐680	   	  5,536,619	  	   UIUA-­‐664	   	  4,200,100	  	   UIUA-­‐422	   	  3,606,515	  	   UIUA-­‐443	   	  2,608,250	  	  UIUA-­‐089	   	  5,513,976	  	   UIUA-­‐429	   	  4,187,223	  	   UIUA-­‐049	   	  3,593,352	  	   UIUA-­‐075	   	  2,602,223	  	  UIUA-­‐662	   	  5,355,669	  	   UIUA-­‐208	   	  4,098,849	  	   UIUA-­‐271	   	  3,560,892	  	   UIUA-­‐193	   	  2,516,362	  	  UIUA-­‐690	   	  5,130,589	  	   UIUA-­‐457	   	  4,096,385	  	   UIUA-­‐120	   	  3,559,223	  	   UIUA-­‐427	   	  2,514,682	  	  UIUA-­‐718	   	  5,114,919	  	   UIUA-­‐732	   	  4,072,020	  	   UIUA-­‐252	   	  3,547,719	  	   UIUA-­‐463	   	  2,502,540	  	  UIUA-­‐254	   	  5,096,182	  	   UIUA-­‐027	   	  4,053,414	  	   UIUA-­‐604	   	  3,533,888	  	   UIUA-­‐583	   	  2,238,115	  	  UIUA-­‐129	   	  5,091,582	  	   UIUA-­‐088	   	  4,050,195	  	   UIUA-­‐609	   	  3,512,524	  	   UIUA-­‐386	   	  1,557,825	  	  UIUA-­‐084	   	  4,943,538	  	   UIUA-­‐038	   	  3,997,362	  	   UIUA-­‐744	   	  3,482,131	  	   UIUA-­‐616	   	  1,480,053	  	  UIUA-­‐291	   	  4,939,584	  	   UIUA-­‐263	   	  3,982,316	  	   UIUA-­‐466	   	  3,472,151	  	   UIUA-­‐228	   	  1,451,447	  	  UIUA-­‐183	   	  4,903,036	  	   UIUA-­‐381	   	  3,944,992	  	   UIUA-­‐324	   	  3,446,974	  	   UIUA-­‐390	   	  365,033	  	  
	   	   	   	   	   	   	   	  Total:	   	  457,001,527	  	   	   	   	   	   	   	  μ	   	  4,231,496	  	   	   	   	   	   	   	  σ	   	  1,501,398	  	   	   	   	   	   	   	  This	  table	  is	  the	  same	  data	  as	  seen	  in	  Table	  2.3,	  except	  sorted	  by	  accession	  number.	  	  A	  chart	  of	  this	  data	  is	  available	  in	  Figure	  2.10.	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Table	  2.5:	  Uncalled	  base	  regions	  per	  linkage	  group.	  
	  
RLG1	   RLG2	   RLG3	   RLG4	   RLG5	   RLG6	   RLG7	   Total	  
Abundance	   1,451	   1,534	   2,286	   1.781	   2,043	   2,711	   850	   12,656	  
Min	  (Length)	   1	   1	   1	   1	   1	   1	   1	   1	  
Max	  (Length)	   14,739	   14,257	   15,467	   14,113	   16,084	   15,304	   15,221	   16,084	  
μ	  (Length)	   2,568.05	   2,697.41	   2,635.90	   2,576.25	   2,607.37	   2,613.01	   2,686.01	   2,621.04	  
σ	  (Length)	   3,347.00	   3,256.06	   3,300.73	   3,333.73	   3,306.90	   3,306.02	   3,303.15	   3,307.12	  The	  data	  reported	  here	  are	  summary	  statistics	  of	  regions	  of	  uncalled	  bases	  in	  the	  raspberry	  reference	  genome.	  	  The	  abundance	  is	  the	  number	  of	  regions	  with	  at	  least	  one	  uncalled	  base.	  	  These	  statistics	  do	  not	  include	  the	  gap	  distances	  between	  scaffolds,	  which	  remain	  unknown,	  nor	  do	  they	  include	  the	  artificial	  buffers	  of	  64,000	  uncalled	  bases	  added	  between	  scaffolds.	  	  All	  lengths	  are	  in	  bases.	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Table	  2.6:	  Nucleotide	  distribution	  across	  the	  reference.	  
	  
RLG1	   RLG2	   RLG3	   RLG4	   RLG5	   RLG6	   RLG7	   Total	  
A	   3,990,740	   4,460,195	   5,892,175	   4,947,708	   5,404,518	   6,879,933	  2,713,251	   34,288,520	  
C	   2,359,081	   2,642,737	   3,436,346	   2,900,987	   3,176,933	   4,019,471	  1,593,641	   20,129,196	  
G	   2,361,160	   2,646,541	   3,430,795	   2,915,536	   3,175,101	   4,018,067	  1,588,744	   20,135,944	  
T	   3,999,989	   4,472,439	   5,876,646	   4,977,443	   5,413,075	   6,860,968	  2,699,808	   34,300,368	  
N	   3,726,246	   4,137,825	   6,025,672	   4,588,294	   5,326,847	   7,083,863	  2,283,112	   33,171,859	  
Total	   12,710,970	  14,221,912	  18,635,962	  15,741,674	  17,169,627	  21,778,439	  8,595,444	  108,854,028	  
	   	   	   	   	   	   	   	   	  %-­‐A	   31.40%	   31.36%	   31.62%	   31.43%	   31.48%	   31.59%	   31.57%	   31.50%	  
%-­‐C	   18.56%	   18.58%	   18.44%	   18.43%	   18.50%	   18.46%	   18.54%	   18.49%	  
%-­‐G	   18.58%	   18.61%	   18.41%	   18.52%	   18.49%	   18.45%	   18.48%	   18.50%	  
%-­‐T	   31.47%	   31.45%	   31.53%	   31.62%	   31.53%	   31.50%	   31.41%	   31.51%	  
	   	   	   	   	   	   	   	   	  %-­‐AT	   62.86%	   62.81%	   63.15%	   63.05%	   63.00%	   63.09%	   62.98%	   63.01%	  
%-­‐GC	   37.14%	   37.19%	   36.85%	   36.95%	   37.00%	   36.91%	   37.02%	   36.99%	  The	  data	  reported	  here	  represents	  the	  distributions	  of	  nucleotides	  across	  the	  reference	  genome.	  	  The	  totals	  listed	  in	  the	  total	  row	  exclude	  uncalled	  bases.	  	  The	  estimated	  GC-­‐content	  of	  the	  genome	  is	  63%.	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Table	  2.7:	  Masking	  results	  per	  repeat	  database.	  
	   Sequences	   Bases	  Masked	   %	  Masked	  
Rubus	  de	  novo:	  LTR_STRUC:	   31	   	  4,475,424	  	   4.11%	  RepeatModeler:	   438	   	  16,273,826	   14.95%	  ltrharvest:	   6,911	   	  22,786,164	   20.93%	  
Rubus	  Merged:	   7,380	   	  24,502,076	   22.51%	  
The	  Genome	  Database	  for	  the	  Rosaceae	  (GDR):	  
Fragaria	  vesca:	   32,430	   	  18,007,742	   16.54%	  
Prunus	  persica:	   379,442	   	  8,472,899	   7.78%	  
Pyrus	  communis:	   497,451	   	  4,951,051	   4.55%	  
Malus	  x	  domestica:	   1,157,457	   	  3,400,199	   3.12%	  GDR	  Merged:	   2,074,160	   	  29,336,641	   26.95%	  	  
The	  Institute	  for	  Genomic	  Research	  (TIGR)	  2008	  Database	  TIGR:	   46,294	   	  3,156,317	   2.90%	  TIGR(D):	   174,441	   	  2,599,384	   2.39%	  TIGR	  Merged:	   220,735	   	  3,161,704	   2.90%	  
RepBase	  Update	  18.11	  RepBase:	   37,696	   	  6,190,418	   5.69%	  RepBase(A):	   5,950	   	  4,452,845	   4.09%	  RepBase	  Merged:	   43,646	   	  6,212,380	   5.71%	  
TIGR	  &	  RepBase	  TIGR	  +	  RepBase:	   83,990	   	  6,327,960	   5.81%	  TIGR(D)	  +	  RepBase(A):	   180,391	   	  4,433,055	   4.07%	  TIGR+RepBase	  Merged:	   264,381	   	  6,325,394	   5.81%	  
All	  Databases	  Merged:	   2,338,541	   	  29,364,622	   26.98%	  	  This	  table	  reports	  the	  results	  of	  repeat	  masking	  the	  R.	  idaeus	  reference	  genome	  by	  RepeatMasker-­‐open	  4.0.3	  (Smit,	  1996)	  using	  the	  given	  databases.	  	  Abbreviations:	  TIGR(D)	  =	  TIGR	  2008	  database	  derived	  data;	  RepBase(A)	  =	  RepBase	  18.12	  Appendix;	  RepBase+(A)	  =	  RepBase	  18.12	  +	  RepBase	  18.12	  Appendix.	  	  The	  raspberry	  reference	  was	  masked	  for	  repetitive	  sequences,	  eliminating	  the	  common	  motifs	  found	  in	  and	  between	  the	  long	  terminal	  repeat	  (LTR)	  regions	  of	  transposable	  elements.	  	  The	  percentage	  of	  the	  genome	  masked	  represents	  the	  abundance	  of	  transposon	  and	  retrotransposon	  activity	  within	  the	  genome.	  	  It	  is	  important	  to	  mask	  these	  repetitive	  sequences	  as	  they	  cause	  problems	  during	  the	  alignment	  of	  short	  reads	  to	  the	  reference.	  	  Due	  to	  their	  abundance,	  a	  short	  read	  could	  map	  to	  any	  part	  of	  any	  one	  of	  the	  repetitive	  sequences.	  	  Software	  alignment	  tools	  handle	  this	  by	  assigning	  all	  matching	  reads	  to	  the	  first	  locus	  with	  the	  best	  fit	  for	  the	  sequence.	  	  The	  result	  is	  a	  stack	  of	  thousands	  of	  reads	  initially	  sourced	  from	  across	  all	  chromosomes	  in	  the	  blackberry	  genome	  aligned	  to	  a	  single	  locus.	  	  Such	  alignment	  artifacts	  cause	  problems	  when	  determining	  linkage	  mapping.	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Table	  2.8:	  Chi-­‐square	  tests	  for	  the	  genotype	  of	  the	  ‘Chester’	  primocane-­‐fruiting	  locus	  F.	  
μ	  (LSM)	  >	   OFF	   OPF	   Type	   ‘Chester’	   ‘Prime-­‐Jim’	   Ratio	   EFF	   EPF	   χ2	   	  0.00	   74	   30	   RCSA	   Ffff	   ffff	   1:1	   52	   52	   18.615	   	  	   	   	   	   Ffff	   Ffff	   3:1	   78	   26	   0.821	   *	  	   	   	   	   FFff	   ffff	   5:1	   87	   17	   11.108	   	  	   	   	   	   FFff	   Ffff	   11:1	   95	   9	   57.287	   	  	   	   	   	   FFff	   FFff	   35:1	   101	   3	   261.697	   	  	   	   	   RCTA	   Ffff	   ffff	   0.87:1	   48	   56	   25.358	   	  	   	   	   	   Ffff	   Ffff	   2.5:1	   74	   30	   0.004	   *	  
	   	   	   	   FFff	   ffff	   3.7:1	   82	   22	   3.558	   *	  	   	   	   	   FFff	   Ffff	   7.7:1	   92	   12	   30.780	   	  	   	   	   	   FFff	   FFff	   20.8:1	   99	   5	   139.839	   	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  0.25	   81	   23	   RCSA	   Ffff	   ffff	   1:1	   52	   52	   32.346	   	  	   	   	   	   Ffff	   Ffff	   3:1	   78	   26	   0.462	   *	  
	   	   	   	   FFff	   ffff	   5:1	   87	   17	   2.223	   *	  	   	   	   	   FFff	   Ffff	   11:1	   95	   9	   25.860	   	  	   	   	   	   FFff	   FFff	   35:1	   101	   3	   144.004	   	  	   	   	   RCTA	   Ffff	   ffff	   0.87:1	   48	   56	   41.112	   	  	   	   	   	   Ffff	   Ffff	   2.5:1	   74	   30	   2.124	   *	  
	   	   	   	   FFff	   ffff	   3.7:1	   82	   22	   0.044	   *	  	   	   	   	   FFff	   Ffff	   7.7:1	   92	   12	   11.532	   	  	   	   	   	   FFff	   FFff	   20.8:1	   99	   5	   73.006	   	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  0.50	   99	   5	   RCSA	   Ffff	   ffff	   1:1	   52	   52	   84.962	   	  	   	   	   	   Ffff	   Ffff	   3:1	   78	   26	   22.615	   	  	   	   	   	   FFff	   ffff	   5:1	   87	   17	   10.531	   	  	   	   	   	   FFff	   Ffff	   11:1	   95	   9	   1.692	   *	  	   	   	   	   FFff	   FFff	   35:1	   101	   3	   1.587	   *	  	   	   	   RCTA	   Ffff	   ffff	   0.87:1	   48	   56	   99.012	   	  	   	   	   	   Ffff	   Ffff	   2.5:1	   74	   30	   28.778	   	  	   	   	   	   FFff	   ffff	   3.7:1	   82	   22	   16.841	   	  	   	   	   	   FFff	   Ffff	   7.7:1	   92	   12	   4.571	   	  	   	   	   	   FFff	   FFff	   20.8:1	   99	   5	   0.012	   *	  This	  table	  reports	  the	  results	  of	  tests	  for	  chi-­‐square	  goodness	  of	  fit	  (p=0.05)	  for	  each	  possible	  genotypic	  combination	  in	  the	  parents	  capable	  of	  producing	  the	  homozygous	  recessive	  genotype	  ffff	  at	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  given	  the	  observed	  number	  of	  progeny.	  	  Significant	  χ2	  values	  are	  indicated	  by	  asterisks;	  significant	  genotypic	  combinations	  with	  a	  homozygous	  male	  (ffff)	  are	  highlighted	  in	  red	  and	  bold.	  	  The	  LSM	  (least	  squares	  mean)	  for	  individuals	  is	  given	  in	  the	  first	  column.	  	  The	  LSM	  value	  was	  determined	  by	  SAS	  version	  9.3	  of	  the	  SAS	  system	  for	  Windows	  (SAS	  Institute,	  2011).	  	  Columns	  OPF	  and	  OFF	  indicate	  the	  number	  of	  observed	  primocane-­‐fruiting	  and	  floricane-­‐fruiting	  accessions.	  	  EPF	  and	  EFF	  are	  the	  expected	  number	  of	  accessions	  given	  the	  dominant	  phenotype.	  	  Ratio	  lists	  the	  expected	  phenotypic	  dominant	  ratio.	  	  RCSA	  =	  Random	  chromosome	  assortment	  (no	  double	  reduction).	  	  RCTA	  =	  Random	  chromatid	  assortment	  (potential	  maximum	  double	  reduction).	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Table	  2.9:	  Least	  square	  means	  data	  for	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait.	  
Accession	   µ(LSM)	   Accession	   µ(LSM)	   Accession	   µ(LSM)	  Chester	   0.000	   UIUA-­‐193	   0.000	   UIUA-­‐495	   0.333	  Prime-­‐Jim	   1.000	   UIUA-­‐196	   0.000	   UIUA-­‐498	   0.000	  UIUA-­‐009	   0.000	   UIUA-­‐199	   0.000	   UIUA-­‐511	   0.000	  UIUA-­‐016	   0.000	   UIUA-­‐208	   0.667	   UIUA-­‐512	   0.000	  UIUA-­‐027	   0.333	   UIUA-­‐228	   0.000	   UIUA-­‐521	   0.000	  UIUA-­‐035	   0.667	   UIUA-­‐243	   0.333	   UIUA-­‐527	   0.000	  UIUA-­‐038	   0.000	   UIUA-­‐254	   0.000	   UIUA-­‐544	   0.000	  UIUA-­‐049	   0.000	   UIUA-­‐263	   0.333	   UIUA-­‐550	   0.667	  UIUA-­‐050	   0.000	   UIUA-­‐271	   0.000	   UIUA-­‐555	   0.167	  UIUA-­‐058	   0.000	   UIUA-­‐283	   0.000	   UIUA-­‐556	   0.167	  UIUA-­‐060	   0.333	   UIUA-­‐288	   0.333	   UIUA-­‐561	   0.000	  UIUA-­‐061	   0.000	   UIUA-­‐291	   0.000	   UIUA-­‐579	   0.000	  UIUA-­‐062	   0.000	   UIUA-­‐294	   0.000	   UIUA-­‐583	   0.000	  UIUA-­‐070	   0.000	   UIUA-­‐302	   0.333	   UIUA-­‐600	   0.167	  UIUA-­‐071	   0.000	   UIUA-­‐308	   0.000	   UIUA-­‐604	   0.000	  UIUA-­‐073	   0.000	   UIUA-­‐320	   0.333	   UIUA-­‐609	   0.000	  UIUA-­‐075	   0.667	   UIUA-­‐322	   0.000	   UIUA-­‐616	   0.333	  UIUA-­‐084	   0.000	   UIUA-­‐324	   0.000	   UIUA-­‐617	   0.000	  UIUA-­‐085	   0.000	   UIUA-­‐343	   0.000	   UIUA-­‐623	   0.500	  UIUA-­‐088	   0.333	   UIUA-­‐347	   0.000	   UIUA-­‐634	   0.000	  UIUA-­‐089	   0.167	   UIUA-­‐360	   0.333	   UIUA-­‐638	   0.167	  UIUA-­‐097	   0.000	   UIUA-­‐366	   0.000	   UIUA-­‐643	   0.000	  UIUA-­‐104	   0.000	   UIUA-­‐371	   0.000	   UIUA-­‐648	   0.000	  UIUA-­‐105	   0.333	   UIUA-­‐381	   0.000	   UIUA-­‐655	   0.000	  UIUA-­‐108	   0.000	   UIUA-­‐386	   0.333	   UIUA-­‐662	   0.333	  UIUA-­‐110	   0.000	   UIUA-­‐390	   0.000	   UIUA-­‐664	   0.000	  UIUA-­‐115	   0.000	   UIUA-­‐414	   0.000	   UIUA-­‐680	   0.000	  UIUA-­‐120	   0.000	   UIUA-­‐421	   0.333	   UIUA-­‐686	   0.000	  UIUA-­‐124	   0.000	   UIUA-­‐422	   0.000	   UIUA-­‐690	   0.000	  UIUA-­‐129	   0.167	   UIUA-­‐427	   0.333	   UIUA-­‐702	   0.167	  UIUA-­‐158	   0.333	   UIUA-­‐429	   0.000	   UIUA-­‐718	   0.000	  UIUA-­‐163	   0.000	   UIUA-­‐443	   0.000	   UIUA-­‐726	   0.000	  UIUA-­‐170	   0.000	   UIUA-­‐457	   0.333	   UIUA-­‐744	   0.000	  UIUA-­‐179	   0.000	   UIUA-­‐462	   0.000	   UIUA-­‐747	   0.000	  UIUA-­‐180	   0.000	   UIUA-­‐463	   0.000	   	   	  UIUA-­‐183	   0.000	   UIUA-­‐466	   0.000	   	   	  This	  table	  reports	  the	  LSM	  (least	  square	  mean)	  value	  computed	  for	  the	  primocane-­‐fruiting	  trait	  across	  the	  three	  blocks	  in	  our	  field	  design.	  	  The	  LSM	  values	  were	  computed	  using	  SAS	  version	  9.3	  of	  the	  SAS	  system	  for	  Windows	  (SAS	  Institute,	  2011).	  	  Accessions	  were	  scored	  using	  the	  following	  scale:	  0	  –	  no	  primocane-­‐fruiting	  expression	  (none);	  0.5	  –	  partial	  expression	  in	  the	  form	  of	  sporadic	  individual	  flowers	  or	  a	  panicle	  on	  one	  cane	  (partial);	  1.0	  –	  flowering	  apparent	  in	  multiple	  panicles	  on	  multiple	  canes	  (full).	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Table	  2.10:	  Least-­‐square	  means	  data	  of	  thorniness.	  
Accession	   B	   M	   T	   Accession	   B	   M	   T	   Accession	   B	   M	   T	  Chester	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐193	   0.33	   0.33	   0.33	   UIUA-­‐466	   0.00	   0.00	   0.00	  Prime-­‐Jim	   4.00	   4.00	   3.67	   UIUA-­‐196	   1.33	   1.00	   1.00	   UIUA-­‐495	   4.00	   4.00	   4.00	  UIUA-­‐009	   3.67	   3.00	   2.33	   UIUA-­‐199	   1.67	   1.00	   1.00	   UIUA-­‐498	   3.33	   2.33	   1.33	  UIUA-­‐016	   3.00	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐208	   1.33	   1.33	   1.33	   UIUA-­‐511	   2.67	   2.00	   2.00	  UIUA-­‐027	   2.33	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐228	   3.67	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐512	   2.00	   1.33	   1.00	  UIUA-­‐035	   0.33	   0.33	   0.33	   UIUA-­‐243	   2.67	   2.00	   2.00	   UIUA-­‐521	   4.00	   3.67	   3.67	  UIUA-­‐038	   2.33	   0.67	   0.67	   UIUA-­‐252	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐527	   2.33	   2.33	   2.33	  UIUA-­‐049	   3.00	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐254	   4.00	   4.00	   4.00	   UIUA-­‐544	   1.67	   1.00	   1.00	  UIUA-­‐050	   2.67	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐263	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐550	   2.00	   1.33	   1.33	  UIUA-­‐058	   3.00	   2.00	   1.33	   UIUA-­‐271	   0.33	   0.33	   0.33	   UIUA-­‐555	   0.00	   0.00	   0.00	  UIUA-­‐060	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐283	   4.00	   3.67	   3.67	   UIUA-­‐556	   3.33	   2.67	   2.33	  UIUA-­‐061	   0.33	   0.33	   0.33	   UIUA-­‐288	   3.33	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐561	   0.67	   0.33	   0.33	  UIUA-­‐062	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐291	   3.33	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐579	   0.33	   0.00	   0.00	  UIUA-­‐070	   3.33	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐294	   2.00	   2.00	   1.67	   UIUA-­‐583	   3.33	   3.67	   3.67	  UIUA-­‐071	   1.33	   1.33	   1.33	   UIUA-­‐302	   3.33	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐600	   0.00	   0.00	   0.00	  UIUA-­‐073	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐308	   0.67	   0.67	   0.67	   UIUA-­‐604	   4.00	   3.67	   3.67	  UIUA-­‐075	   3.67	   3.00	   3.00	   UIUA-­‐320	   2.67	   2.33	   2.67	   UIUA-­‐609	   2.00	   1.00	   1.00	  UIUA-­‐084	   1.33	   0.67	   0.33	   UIUA-­‐322	   2.00	   1.33	   0.67	   UIUA-­‐616	   3.33	   2.67	   2.67	  UIUA-­‐085	   2.67	   2.00	   2.00	   UIUA-­‐324	   3.00	   2.67	   1.33	   UIUA-­‐617	   2.33	   2.00	   1.67	  UIUA-­‐088	   1.67	   1.67	   1.33	   UIUA-­‐343	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐623	   2.67	   2.67	   3.00	  UIUA-­‐089	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐347	   2.67	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐634	   1.67	   1.00	   1.00	  UIUA-­‐097	   2.67	   2.00	   2.00	   UIUA-­‐360	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐638	   0.00	   0.00	   0.00	  UIUA-­‐104	   4.00	   4.00	   4.00	   UIUA-­‐366	   1.33	   1.33	   1.00	   UIUA-­‐643	   4.00	   4.00	   4.00	  UIUA-­‐105	   3.33	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐371	   3.67	   3.00	   3.00	   UIUA-­‐648	   3.00	   2.67	   2.33	  UIUA-­‐108	   2.00	   1.67	   1.33	   UIUA-­‐381	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐655	   2.33	   2.33	   1.67	  UIUA-­‐110	   3.67	   3.33	   3.33	   UIUA-­‐386	   0.00	   0.00	   0.00	   UIUA-­‐662	   3.67	   3.67	   3.67	  UIUA-­‐115	   1.67	   1.33	   1.33	   UIUA-­‐390	   3.00	   3.00	   3.33	   UIUA-­‐664	   2.67	   2.67	   2.67	  UIUA-­‐120	   3.33	   3.00	   3.33	   UIUA-­‐414	   2.67	   2.00	   2.00	   UIUA-­‐680	   4.00	   3.33	   3.00	  UIUA-­‐124	   3.67	   4.00	   4.00	   UIUA-­‐421	   2.67	   2.00	   2.00	   UIUA-­‐686	   1.00	   1.00	   1.00	  UIUA-­‐129	   2.33	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐422	   3.33	   3.00	   3.33	   UIUA-­‐690	   4.00	   4.00	   4.00	  UIUA-­‐158	   2.67	   2.00	   2.33	   UIUA-­‐427	   3.33	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐702	   0.00	   0.00	   0.00	  UIUA-­‐163	   3.33	   2.67	   2.67	   UIUA-­‐429	   4.00	   3.33	   3.33	   UIUA-­‐718	   3.67	   3.33	   3.00	  UIUA-­‐170	   4.00	   4.00	   4.00	   UIUA-­‐443	   4.00	   4.00	   4.00	   UIUA-­‐726	   3.00	   2.33	   2.00	  UIUA-­‐179	   3.67	   3.33	   3.00	   UIUA-­‐457	   4.00	   4.00	   4.00	   UIUA-­‐732	   2.67	   2.33	   2.00	  UIUA-­‐180	   2.67	   2.33	   2.33	   UIUA-­‐462	   2.33	   2.00	   2.00	   UIUA-­‐744	   3.33	   3.00	   3.00	  UIUA-­‐183	   3.00	   2.33	   2.67	   UIUA-­‐463	   2.67	   2.33	   2.67	   UIUA-­‐747	   3.33	   3.00	   2.67	  This	  table	  reports	  the	  LSM	  (least	  square	  mean)	  value	  computed	  for	  thorniness	  across	  the	  three	  blocks	  in	  our	  field	  design.	  	  The	  LSM	  values	  were	  computed	  using	  SAS	  version	  9.3	  of	  the	  SAS	  system	  for	  Windows	  (SAS	  Institute,	  2011).	  	  Accessions	  were	  scored	  for	  thorniness	  on	  a	  subjective	  0	  to	  4	  scale:	  0	  =	  no	  thorns,	  4	  =	  high	  thorn	  density.	  	  ‘Prime-­‐Jim’	  was	  used	  as	  the	  standard	  of	  maximal	  thorniness.	  	  Column	  titles	  correspond	  to	  third	  of	  the	  cane	  being	  observed:	  B	  =	  bottom	  (base)	  third,	  M	  =	  middle	  third,	  T	  =	  top	  (tip)	  third.	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Table	  2.11:	  Mapped	  location	  of	  SSR	  primers.	  
Primer	  Name	   Sequence	   	   Chromosome	   Loci	   	  RH_MEa0005aH07	   TCTGCAACGTTGTCCAAGAC	   (F)	   RLG4	   1,071,444	   1,071,425	  	   AGAACCGTCCAGTTTGCAGT	   (R)	   RLG4	   1,071,318	   1,071,337	  RH_MEa0011dG03b	   CTTGGACAATCAGCAGCAAG	   (F)	   RLG4	   8,436,451	   8,436,433	  	   CATCATCATCCCATGACCAA	   (R)	   -­‐-­‐	   -­‐-­‐	   -­‐-­‐	  SSR	  primers	  were	  used	  by	  Castro	  et	  al.,	  (2013)	  to	  map	  the	  location	  of	  the	  thornless	  locus	  S.	  	  The	  SSR	  primers	  flanking	  the	  S	  locus	  were	  blasted	  against	  the	  raspberry	  reference	  in	  an	  attempt	  to	  discover	  a)	  if	  they	  exist	  in	  the	  raspberry	  reference	  genome	  and	  b)	  if	  they	  do,	  where.	  	  The	  results	  are	  the	  top	  hits	  in	  the	  BLAST+	  output	  representing	  a	  95%	  sequence	  similarity.	  	  According	  to	  the	  BLAST+	  results,	  the	  forward	  (F)	  and	  reverse	  (R)	  primers	  for	  RH_MEa0005aH07	  map	  to	  positions	  approximately	  1.0	  Mb	  from	  the	  end	  of	  raspberry	  linkage	  group	  4	  (RLG4).	  	  The	  forward	  primer	  RH_MEa0011dG03b	  maps	  to	  a	  region	  8.4	  Mb	  from	  the	  end	  of	  the	  same	  linkage	  group.	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Table	  3.1:	  Biallelic	  loci	  in	  the	  blackberry	  data.	  
Ch\PJ 0/0/0/0	   0/0/0/1	   0/0/1/1	   0/1/1/1	   1/1/1/1	   ‘Chester’	  Total	  
0/0/0/0	   1,036,309	   5,626	   1,851	   727	   234	   1,044,747	  
0/0/0/1	   5,600	   2,901	   1,066	   503	   503	   10,573	  
0/0/1/1	   2,196	   1,081	   918	   845	   886	   5,926	  
0/1/1/1	   679	   267	   532	   895	   998	   3,371	  
1/1/1/1	   148	   118	   321	   471	   N/A	   1,058	  
‘Prime-­‐Jim’	  Total	   1,044,932	   9,993	   4,688	   3,441	   2,621	   1,065,675	  The	  data	  reported	  here	  represent	  the	  total	  number	  of	  biallelic	  genotypes	  observed	  in	  the	  genomes	  of	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  Only	  loci	  biallelic	  in	  both	  parents	  were	  recorded.	  	  The	  genotypes	  are	  rendered	  into	  vector	  notation	  to	  reduce	  complexity.	  	  In	  vector	  notation,	  the	  alleles	  are	  replaced	  by	  numerical	  equivalents,	  with	  0	  always	  representing	  identity	  with	  the	  reference	  allele.	  	  Alternate	  alleles	  are	  numbered	  sequentially	  as	  they	  are	  encountered	  by	  the	  genotyper.	  	  Vector	  notation	  is	  useful	  because	  it	  collapses	  common	  motifs	  into	  easily	  recognizable	  patterns.	  	  For	  example,	  if	  the	  reference	  base	  is	  an	  “A”,	  then	  a	  homozygous	  genotype	  of	  “A/A/A/A”	  would	  be	  represented	  as	  “0/0/0/0”.	  	  Similarly	  for	  the	  case	  when	  the	  reference	  is	  a	  short	  haplotype	  sequence.	  	  If	  the	  reference	  haplotype	  is	  “GCT”,	  a	  genotype	  of	  “GCT/GCT/GCT/GCT”	  is	  also	  reduced	  to	  “0/0/0/0”.	  	  In	  this	  table,	  a	  cross	  of	  “1/1/1/2	  ×	  1/1/1/2”	  is	  considered	  biallelic	  and	  may	  be	  further	  reduced	  to	  “0/0/0/1	  ×	  0/0/0/1”	  with	  no	  loss	  of	  information.	  	  Similarly,	  the	  quadriplex	  ×	  quadriplex	  cross	  (1/1/1/1	  ×	  1/1/1/1)	  is	  equivalent	  to	  nulliplex	  x	  nulliplex	  (0/0/0/0	  ×	  0/0/0/0)	  in	  this	  table.	  	  Possible	  genotypes	  for	  ‘Chester’	  occur	  in	  the	  header	  column	  to	  the	  left;	  those	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  are	  in	  the	  header	  row.	  	  The	  data	  may	  be	  interpreted	  thus:	  there	  are	  5,600	  loci	  in	  a	  simplex	  (0/0/0/1)	  ×	  nulliplex	  (0/0/0/0)	  configuration	  in	  the	  data.	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Table	  3.2:	  Biallelic	  and	  multi-­‐allelic	  loci	  observed	  in	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’.	  
Ch\PJ	   0/0/0/0	   0/0/0/1	   0/0/0/2	   0/0/0/3	   0/0/1/1	   0/0/1/2	   0/0/2/2	   0/1/1/1	  
0/0/0/0	   1,018,291	   5,508	   -­‐	   -­‐	   1,804	   24	   -­‐	   714	  
0/0/0/1	   5,536	   2,868	   55	   -­‐	   1,050	   46	   8	   491	  
0/0/0/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/0/0/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/0/1/1	   2,169	   1,053	   18	   -­‐	   893	   17	   6	   819	  
0/0/1/2	   26	   16	   21	   -­‐	   4	   22	   6	   6	  
0/0/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/1/1/1	   666	   259	   3	   -­‐	   509	   7	   4	   858	  
0/1/1/2	   8	   3	   5	   1	   4	   4	   -­‐	   7	  
0/1/2/2	   3	   3	   4	   -­‐	   1	   2	   7	   2	  
0/1/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/2/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/3/3/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/1/1/1	   148	   118	   2	   -­‐	   321	   3	   1	   471	  
1/1/1/2	   -­‐	   2	   2	   -­‐	   3	   -­‐	   -­‐	   1	  
1/1/2/2	   2	   1	   1	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   2	  
1/1/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/2/2/2	   1	   -­‐	   1	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   -­‐	  
1/2/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/2/3/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
2/2/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
2/2/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Total	   1,026,850	   9,831	   112	   1	   4,589	   127	   32	   3,371	  	  
Ch\PJ	   0/1/1/2	   0/1/2/2	   0/1/2/3	   0/2/2/2	   0/3/3/3	   1/1/1/1	   1/1/1/2	   1/1/2/2	  
0/0/0/0	   2	   6	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   214	   -­‐	   1	  
0/0/0/1	   5	   5	   1	   6	   -­‐	   495	   5	   3	  
0/0/0/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/0/0/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/0/1/1	   16	   6	   -­‐	   7	   -­‐	   853	   6	   1	  
0/0/1/2	   5	   5	   -­‐	   4	   -­‐	   1	   3	   -­‐	  
0/0/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/1/1/1	   14	   7	   -­‐	   3	   -­‐	   938	   7	   4	  
0/1/1/2	   6	   1	   -­‐	   1	   1	   3	   4	   2	  
0/1/2/2	   3	   4	   -­‐	   9	   -­‐	   1	   -­‐	   4	  
0/1/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/2/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/3/3/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/1/1/1	   3	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   18,018	   118	   47	  
1/1/1/2	   4	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   64	   33	   16	  
1/1/2/2	   1	   2	   -­‐	   1	   -­‐	   27	   28	   25	  
1/1/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/2/2/2	   1	   3	   1	   6	   -­‐	   13	   8	   23	  
1/2/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/2/3/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
2/2/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
2/2/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Total	   60	   39	   2	   38	   1	   20,627	   212	   126	  	   	  
	  144	  
Table	  3.2	  (continued):	  
Ch\PJ	   1/1/2/3	   1/2/2/2	   1/2/2/3	   1/2/3/3	   2/2/2/2	   2/2/2/3	   Total	  
0/0/0/0	   -­‐	   1	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   1,026,565	  
0/0/0/1	   -­‐	   2	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   10,577	  
0/0/0/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/0/0/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/0/1/1	   -­‐	   2	   -­‐	   -­‐	   2	   -­‐	   5,868	  
0/0/1/2	   -­‐	   4	   -­‐	   -­‐	   4	   -­‐	   127	  
0/0/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/1/1/1	   -­‐	   2	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   3,282	  
0/1/1/2	   -­‐	   4	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   55	  
0/1/2/2	   -­‐	   2	   -­‐	   -­‐	   9	   -­‐	   54	  
0/1/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/2/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
0/3/3/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/1/1/1	   1	   13	   -­‐	   -­‐	   20	   -­‐	   19,285	  
1/1/1/2	   1	   12	   -­‐	   -­‐	   8	   -­‐	   146	  
1/1/2/2	   -­‐	   26	   -­‐	   -­‐	   33	   1	   151	  
1/1/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/2/2/2	   -­‐	   37	   -­‐	   -­‐	   60	   -­‐	   155	  
1/2/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
1/2/3/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   1	   -­‐	   1	  
2/2/2/2	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
2/2/2/3	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
Total	   2	   105	   -­‐	   -­‐	   140	   1	   1,066,266	  The	  data	  reported	  here	  represent	  the	  total	  number	  of	  shared	  loci	  with	  biallelic	  and	  multi-­‐allelic	  genotypes,	  utilizing	  the	  vector	  notation	  described	  in	  Table	  3.1	  to	  reduce	  complexity.	  	  There	  are	  at	  most	  four	  different	  alleles	  possible	  in	  the	  SNP	  data,	  thus	  a	  maximum	  of	  four	  vector	  values	  0	  …	  3.	  	  Genotypes	  observed	  in	  ‘Chester’	  occur	  in	  the	  first	  header	  column	  to	  the	  left;	  those	  observed	  in	  ‘Prime-­‐Jim’	  in	  the	  header	  row.	  	  In	  this	  table,	  equivalent	  genotypic	  combinations	  have	  not	  been	  reduced	  to	  their	  most	  fundamental	  form:	  quadriplex	  ×	  quadriplex	  remains	  distinct	  from	  nulliplex	  ×	  nulliplex.	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Table	  3.3:	  Inbreeding	  coefficients	  for	  ‘Chester’	  and	  its	  ancestors.	  
Cultivar	   F(α=0)	   F(α=1/7)	   F	  (α=0.0607)	   F	  (α=0.0794)	  Chester	   0.01679	   0.08173	   0.04554	   0.05404	  Thornfree	   0.02730	   0.09396	   0.05668	   0.06541	  SIUS	  47	   0.05506	   0.11993	   0.08402	   0.09251	  US	  1482	   0.30170	   0.40834	   0.34858	   0.36255	  Darrow	   0.02083	   0.08743	   0.05002	   0.05874	  US	  1410	   0.03241	   0.09552	   0.06022	   0.06849	  US	  1411	   0.03241	   0.09454	   0.05972	   0.06786	  US	  1414	   0.03241	   0.09454	   0.05972	   0.06786	  Hedrick	   0.00000	   0.06122	   0.02657	   0.03459	  NY	  15826	   0.00000	   0.06122	   0.02657	   0.03459	  Brainerd	   0.00000	   0.05442	   0.02340	   0.03053	  Merton	   0.19444	   0.28086	   0.23202	   0.24334	  Eldorado	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  Brewer	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  Georgia	  Mammoth	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  
R.	  armeniacus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  Selfed	  John	  Innes	   0.16667	   0.25170	   0.20335	   0.21449	  
R.	  allegheniensis	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  argutus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  frondosus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  pergratus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  John	  Innes	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  
R.	  hastiformis	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  ulmifolius	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  spp	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  spp	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  The	  values	  of	  F,	  the	  inbreeding	  coefficient,	  were	  calculated	  using	  the	  equations	  derived	  by	  Mendoza	  and	  Haynes	  (1973)	  for	  tetrasomic	  (random	  chromosomal	  assortment)	  inheritance	  (α=0)	  and	  random	  chromatid	  assortment	  (α=1/7).	  	  The	  values	  α=0.0607	  and	  α=0.0794	  are	  the	  coefficients	  of	  double	  reduction	  determined	  for	  blackberry	  by	  this	  present	  work	  (Section	  3.4.3	  and	  Table	  3.5).	  	  The	  smaller	  value	  was	  computed	  using	  loci	  from	  simplex	  crosses	  only;	  the	  larger	  was	  determined	  by	  examining	  all	  loci	  for	  which	  both	  parents	  had	  called	  genotypes.	  	  The	  pedigree	  used	  for	  these	  derivations	  is	  in	  Figure	  1.2.	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Table	  3.4:	  Inbreeding	  coefficients	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  and	  its	  ancestors.	  
Cultivar	   F	  (α=0)	   F	  (α=1/7)	   F	  (α=0.0607)	   F	  (α=0.0794)	  Prime-­‐Jim	   0.01107	   0.08152	   0.04235	   0.05158	  Ark.	  830	   0.03230	   0.11171	   0.06780	   0.07820	  Arapaho	   0.00924	   0.07585	   0.03888	   0.04760	  Ark.	  631	   0.00592	   0.07574	   0.03697	   0.04611	  Ark.	  593	   0.04654	   0.11622	   0.07812	   0.08725	  Ark.	  550	   0.00155	   0.05834	   0.02623	   0.03367	  Ark.	  650	   0.18203	   0.30577	   0.23780	   0.25401	  Ark.	  593	   0.09722	   0.17444	   0.13200	   0.14212	  Ark.	  515	   0.00932	   0.07502	   0.03832	   0.04692	  Ark.	  519	   0.01844	   0.11644	   0.06260	   0.07544	  O.P.	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  Ark.	  582	   0.01844	   0.11644	   0.06260	   0.07544	  Hillquist	   0.50000	   0.50000	   0.50000	   0.50000	  Cherokee	   0.01736	   0.11550	   0.06155	   0.07442	  Thornfree	   0.02730	   0.09396	   0.05668	   0.06541	  Darrow	   0.02083	   0.08743	   0.05002	   0.05874	  Brazos	   0.08333	   0.38776	   0.21393	   0.25379	  US	  1410	   0.03241	   0.09552	   0.06022	   0.06849	  US	  1411	   0.03241	   0.09454	   0.05972	   0.06786	  US	  1414	   0.03241	   0.09454	   0.05972	   0.06786	  Hedrick	   0.00000	   0.06122	   0.02657	   0.03459	  NY	  15826	   0.00000	   0.06122	   0.02657	   0.03459	  Nessberry	   0.08333	   0.11905	   0.09851	   0.10318	  Brainerd	   0.00000	   0.05442	   0.02340	   0.03053	  Merton	   0.19444	   0.28086	   0.23202	   0.24334	  Eldorado	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  Brewer	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  
R.	  strigosus	   0.50000	   0.50000	   0.50000	   0.50000	  
R.	  rubrisetus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  Lawton	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  Georgia	  Mammoth	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  
R.	  armeniacus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  Selfed	  John	  Innes	   0.16667	   0.25170	   0.20335	   0.21449	  
R.	  argutus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  allegheniensis	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  pergratus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  frondosus	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  John	  Innes	   0.00000	   0.04762	   0.02023	   0.02647	  
R.	  hastiformis	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  ulmifolius	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  spp.	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  
R.	  spp.	   0.00000	   0.00000	   0.00000	   0.00000	  The	  values	  of	  F,	  the	  inbreeding	  coefficient,	  were	  calculated	  using	  the	  equations	  derived	  by	  Mendoza	  and	  Haynes	  (1973)	  for	  tetrasomic	  (random	  chromosomal	  assortment)	  inheritance	  (α=0)	  and	  random	  chromatid	  assortment	  (α=1/7).	  	  The	  values	  α=0.0607	  and	  α=0.0794	  are	  the	  coefficients	  of	  double	  reduction	  determined	  for	  blackberry	  by	  this	  present	  work	  (Section	  3.4.3	  and	  Table	  3.5).	  	  The	  smaller	  value	  was	  computed	  using	  loci	  from	  simplex	  crosses	  only;	  the	  larger	  was	  determined	  by	  examining	  all	  loci	  for	  which	  both	  parents	  had	  called	  genotypes.	  	  The	  pedigree	  used	  for	  these	  derivations	  is	  in	  Figure	  1.3.	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Table	  3.5:	  Determination	  of	  double	  reduction	  rate	  across	  all	  linkage	  groups.	  
	  
Simplex	  Only	  (s×n,	  n×s,	  s×s)	   All	  Loci	  
	   Expected	   DR	   α	   Expected	   DR	   α	  
RLG1	   39,750	   2,465	   5.84%	   63,878	   4,729	   6.89%	  
RLG2	   52,439	   3,239	   5.82%	   80,173	   7,220	   8.26%	  
RLG3	   39,912	   2,633	   6.19%	   71,090	   6,828	   8.76%	  
RLG4	   22,759	   1,469	   6.06%	   57,547	   5,210	   8.30%	  
RLG5	   48,210	   3,282	   6.37%	   66,619	   5,323	   7.40%	  
RLG6	   62,496	   3,937	   5.93%	   105,955	   8,777	   7.65%	  
RLG7	   24,567	   1,717	   6.53%	   36,615	   3,485	   8.69%	  
Total	   290,133	   18,742	   6.07%	   481,877	   41,572	   7.94%	  A	  summary	  of	  the	  observed	  biallelic	  double	  reduction	  genotypes	  as	  they	  are	  distributed	  across	  all	  of	  the	  linkage	  groups	  is	  reported	  here.	  	  The	  data	  tabulated	  includes	  observations	  from	  all	  possible	  combinations	  of	  called	  genotypes	  in	  the	  parents	  (e.g.	  duplex	  ×	  triplex),	  and	  observations	  from	  the	  simplex	  class	  of	  loci	  only	  (simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  simplex	  ×	  simplex).	  	  The	  “expected”	  category	  are	  those	  genotypes	  expected	  to	  have	  resulted	  from	  a	  combination	  of	  two	  gametes	  formed	  under	  random	  chromosomal	  assortment	  (α	  =	  0).	  	  The	  “DR”	  column	  represents	  those	  loci	  classified	  as	  potential	  double-­‐reduction	  products.	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Table	  3.6:	  Segregation	  distortion	  across	  raspberry	  linkage	  groups.	  
p	   RLG1	   RLG2	   RLG3	   RLG4	   RLG5	   RLG6	   RLG7	   Total	  
Total	   315	   300	   520	   390	   519	   525	   234	   2803	  
0.05	   205	   165	   289	   227	   274	   298	   110	   1568	  
	  
65.08%	   55.00%	   55.58%	   58.21%	   52.79%	   56.76%	   47.01%	   55.94%	  
0.01	   189	   150	   263	   206	   235	   247	   84	   1374	  
	  
60.00%	   50.00%	   50.58%	   52.82%	   45.28%	   47.05%	   35.90%	   49.02%	  
0.001	   165	   134	   239	   187	   211	   209	   72	   1217	  
	  
52.38%	   44.67%	   45.96%	   47.95%	   40.66%	   39.81%	   30.77%	   43.42%	  
0.0001	   146	   120	   220	   170	   186	   184	   66	   1092	  
	  
46.35%	   40.00%	   42.31%	   43.59%	   35.84%	   35.05%	   28.21%	   38.96%	  This	  data	  represents	  loci	  exhibiting	  segregation	  distortion	  observed	  in	  the	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  and	  simplex	  ×	  simplex	  biallelic	  marker	  data.	  	  The	  p	  column	  is	  the	  χ2	  probability	  threshold.	  	  The	  first	  row	  contains	  the	  total	  number	  of	  markers	  remaining	  in	  each	  linkage	  group	  after	  filtering	  by	  quality.	  	  There	  were	  2,803	  markers	  in	  total	  tested	  for	  segregation	  distortion.	  	  The	  observed	  values	  were	  surprisingly	  high:	  approximately	  56%	  of	  all	  simplex	  loci	  examined	  had	  at	  least	  one	  genotype	  attributed	  to	  the	  inheritance	  of	  at	  least	  one	  double	  reduction	  gamete.	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Table	  3.7:	  Loci	  with	  observed	  double	  reduction	  products.	  
	  
Simplex	   %	   All	   %	  
Expected	   	  3,058	  	   42.70%	   	  405,413	  	   97.74%	  
Double	  Reduction	   	  4,013	  	   56.03%	   	  6,819	  	   1.64%	  
Miscalled	   	  92	  	   1.30%	   	  2,561	  	   0.62%	  
Total	   	  7,163	  	   	   	  414,793	  	   	  This	  table	  reports	  the	  expected	  and	  unexpected	  genotypes	  in	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  simplex	  ×	  simplex	  parental	  genotype	  configurations,	  and	  from	  all	  observed	  loci.	  	  “Expected”	  indicates	  that	  no	  unexpected	  genotypes	  were	  observed	  in	  the	  progeny:	  all	  genotypes	  (excluding	  uncalled	  data)	  could	  be	  accounted	  for	  under	  strict	  random	  chromosomal	  inheritance.	  	  “Double	  reduction”	  tabulates	  the	  number	  of	  loci	  with	  at	  least	  one	  observed	  genotype	  in	  an	  accession	  that	  could	  represent	  a	  double	  reduction	  product.	  	  “Miscalled”	  tabulates	  the	  number	  of	  loci	  with	  at	  least	  one	  genotype	  containing	  an	  allele	  not	  found	  in	  either	  parent,	  e.g.	  the	  genotype	  ‘AACT’	  from	  a	  parental	  cross	  of	  ‘AAAT’	  ×	  ‘AAAA’	  at	  that	  locus.
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Appendix	  A	   	  Linkage	  maps	  for	  ‘Chester’	  (Ch/)	  and	  for	  ‘Prime-­‐Jim’	  (PJ/)	  are	  provided	  in	  this	  appendix.	  	  The	  data	  corresponding	  to	  these	  maps	  may	  be	  found	  in	  Appendix	  B,	  which	  includes	  the	  markers	  denoted	  by	  the	  asterisks	  in	  the	  map.	  	  The	  asterisks	  indicate	  loci	  to	  which	  multiple	  markers	  were	  aligned.	  	  Only	  one	  of	  the	  markers	  mapping	  to	  the	  locus	  was	  rendered	  in	  the	  maps,	  the	  remainder	  are	  contained	  within	  the	  data	  files	  provided	  in	  Appendix	  B.	  Naming	  conventions	  for	  each	  of	  the	  maps	  are	  as	  follows:	  ‘Ch’	  =	  ‘Chester’,	  ‘PJ’	  =	  ‘Prime-­‐Jim’,	  ‘RLG#-­‐#’	  =	  primary	  raspberry	  linkage	  group	  to	  which	  markers	  were	  aligned,	  with	  haplotypes	  numbered	  in	  order	  of	  decreasing	  length	  in	  map	  units	  (cM).	  	  Letter	  designations	  indicate	  situations	  where	  the	  marker	  groups	  were	  part	  of	  the	  same	  linkage	  group	  at	  a	  lower	  LOD	  (likelihood	  of	  odds)	  score,	  but	  separate	  groups	  at	  the	  threshold	  selected	  for	  map	  generation:	  LOD	  ≥	  7.	  A	  guide	  to	  the	  interpretation	  of	  the	  maps	  is	  as	  follows.	  	  The	  central	  oval	  represents	  a	  real	  physical	  chromosome.	  	  The	  column	  of	  symbols	  to	  the	  right	  of	  the	  figurative	  chromosome	  represents	  the	  marker	  name.	  	  Marker	  names	  are	  coded	  by	  the	  raspberry	  linkage	  group	  (pseudochromosome)	  number	  (e.g.	  RLG6)	  followed	  by	  the	  physical	  position	  in	  nucleotides	  from	  the	  end	  of	  the	  raspberry	  linkage	  group	  (e.g.	  03.737.377	  bases	  from	  the	  end)	  followed	  by	  the	  nucleotide	  base	  at	  that	  position	  in	  the	  reference	  (A,	  C,	  G,	  or	  T).	  	  The	  column	  of	  numbers	  on	  the	  left	  represent	  estimated	  positions	  of	  those	  markers	  in	  map	  units	  (cM).	  	  These	  positions	  are	  based	  on	  recombination	  frequency	  and	  are	  not	  to	  be	  confused	  with	  the	  physical	  positions	  in	  the	  raspberry	  reference.	  	  They	  represent	  the	  probability	  that	  a	  recombination	  event	  might	  occur	  between	  two	  markers	  based	  upon	  the	  frequency	  with	  which	  recombination	  was	  observed	  within	  the	  mapping	  population.	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Ch/RLG1-1
19.676 RLG1-06.610.213-A
25.346 RLG1-07.016.130-A (*)
26.628 RLG1-07.252.427-T
36.389 RLG1-05.261.409-C
37.681 RLG1-05.913.098-C
38.966 RLG1-09.912.589-G
39.201 RLG1-06.135.965-C
42.612 RLG1-11.882.979-T
42.891 RLG1-11.918.814-A (*)
44.173 RLG1-10.980.728-C
48.126 RLG1-13.154.896-A
50.731 RLG1-13.737.559-A
52.489 RLG1-13.748.157-T
71.494 RLG1-18.854.940-G
74.480 RLG1-18.640.976-T
75.766 RLG1-19.868.710-T (*)
79.736 RLG1-20.145.059-G
81.044 RLG1-20.331.454-T
82.329 RLG1-20.331.503-G
86.278 RLG1-20.509.987-G
86.282 RLG1-20.509.945-T
88.900 RLG1-21.137.436-T
91.524 RLG1-20.715.413-A
94.129 RLG1-20.511.058-C
96.727 RLG1-20.719.676-T
98.009 RLG1-21.071.324-T (*)
100.928 RLG1-19.889.395-A
Ch/RLG1-2
5.086 RLG1-10.786.737-A
9.829 RLG1-10.966.813-T (*)
11.111 RLG1-11.045.353-C
12.400 RLG1-10.986.614-C
19.174 RLG1-13.318.658-A
19.177 RLG1-13.154.851-A
23.123 RLG1-13.744.289-G
28.465 RLG1-14.587.891-G
31.066 RLG1-14.443.415-C
32.348 RLG1-14.443.422-T
33.796 RLG1-14.875.205-A
34.916 RLG1-14.360.320-T
36.205 RLG1-14.360.294-T
38.770 RLG1-14.662.424-T
38.805 RLG1-14.546.980-C (*)
40.096 RLG1-14.356.583-C
43.123 RLG1-14.441.251-T
47.689 RLG1-15.215.306-A
47.705 RLG1-15.244.913-C
49.287 RLG1-15.153.920-A
50.572 RLG1-16.179.512-A (*)
50.712 RLG1-15.498.175-T
52.404 RLG1-15.153.925-A
54.449 RLG1-15.095.760-T
55.734 RLG1-15.090.308-G (*)
57.020 RLG1-15.450.151-A
58.305 RLG1-15.403.322-T (*)
59.061 RLG1-15.684.492-T
59.579 RLG1-15.498.250-G (*)
62.177 RLG1-15.835.001-G
63.459 RLG1-15.383.520-C (*)
66.064 RLG1-14.224.171-T
67.352 RLG1-14.224.201-A (*)
77.105 RLG1-15.829.507-A
Ch/RLG1-3
1.295 RLG1-01.793.025-A
3.906 RLG1-03.261.658-G
5.189 RLG1-00.999.471-T
7.787 RLG1-01.547.008-A
20.193 RLG1-06.135.955-T (*)
21.713 RLG1-06.135.941-T
21.719 RLG1-06.020.326-A
30.918 RLG1-10.852.975-G
34.888 RLG1-11.044.734-A
35.570 RLG1-10.966.763-G
36.162 RLG1-11.045.372-A
38.065 RLG1-11.229.028-C
40.033 RLG1-11.902.015-T
43.404 RLG1-12.570.796-C
43.553 RLG1-12.616.760-G
45.239 RLG1-12.798.008-A
47.840 RLG1-13.744.257-C
47.869 RLG1-13.748.219-G
50.664 RLG1-13.318.624-C
Ch/RLG1-4
23.445 RLG1-02.090.373-G
24.909 RLG1-04.780.270-G
26.370 RLG1-01.867.371-T
28.971 RLG1-02.084.885-T (*)
30.253 RLG1-02.086.467-G (*)
34.501 RLG1-08.647.227-T
39.416 RLG1-09.876.608-A
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Ch/RLG2-1
6.785 RLG2-02.618.337-C
8.714 RLG2-03.154.697-C
10.712 RLG2-02.404.987-G
12.777 RLG2-07.261.132-C
17.280 RLG2-06.745.207-C (*)
17.869 RLG2-06.992.021-G
18.554 RLG2-09.441.336-G (*)
19.836 RLG2-08.749.555-T (*)
22.421 RLG2-05.869.749-A
22.434 RLG2-05.158.297-T
22.745 RLG2-11.036.838-G
29.165 RLG2-07.522.028-A
34.511 RLG2-11.589.533-A
35.793 RLG2-11.589.522-G (*)
35.802 RLG2-11.056.826-T
38.390 RLG2-11.651.636-C
39.672 RLG2-11.651.643-G (*)
42.834 RLG2-13.752.321-C
47.619 RLG2-13.050.081-A
50.217 RLG2-12.840.413-T (*)
51.499 RLG2-12.986.703-A (*)
56.806 RLG2-14.512.773-T
56.818 RLG2-14.512.739-A
56.834 RLG2-14.130.972-C (*)
58.116 RLG2-14.351.296-G
58.154 RLG2-13.954.871-T
63.450 RLG2-15.739.974-T
66.048 RLG2-15.165.680-A (*)
67.330 RLG2-15.114.307-C (*)
68.613 RLG2-16.010.565-C (*)
69.895 RLG2-16.010.566-T
72.493 RLG2-16.129.354-T
73.775 RLG2-16.129.368-A
76.383 RLG2-16.239.729-T
77.675 RLG2-16.400.821-G (*)
80.273 RLG2-16.525.773-C
81.555 RLG2-16.798.894-G
82.837 RLG2-17.264.055-T
86.807 RLG2-17.786.310-T
90.784 RLG2-17.902.257-A
92.072 RLG2-17.976.605-C
96.029 RLG2-18.567.902-A
97.317 RLG2-18.726.871-C
99.915 RLG2-19.659.889-T (*)
101.201 RLG2-19.253.451-T
103.802 RLG2-18.140.974-C
105.084 RLG2-18.757.128-A (*)
108.471 RLG2-18.310.758-G
116.538 RLG2-19.659.525-C
126.487 RLG2-19.001.856-A
128.140 RLG2-19.888.239-C
131.067 RLG2-19.998.023-G
135.064 RLG2-20.418.153-T
137.662 RLG2-20.911.007-A (*)
138.944 RLG2-21.035.581-T (*)
139.600 RLG2-21.108.322-A
140.218 RLG2-21.155.579-A
141.500 RLG2-21.170.650-C
144.098 RLG2-22.399.804-G (*)
145.384 RLG2-22.467.474-T
147.988 RLG2-22.269.389-C
149.789 RLG2-21.162.392-T
152.688 RLG2-22.562.233-A
154.493 RLG2-21.640.391-G (*)
155.190 RLG2-22.063.010-G
155.773 RLG2-22.214.097-C (*)
157.101 RLG2-22.147.459-C
158.941 RLG2-22.148.888-G
Ch/RLG2-2
4.324 RLG2-00.205.762-C
8.311 RLG2-01.198.097-A
10.936 RLG2-00.474.039-G
12.488 RLG2-00.506.303-C
28.428 RLG2-04.649.412-T
34.155 RLG2-03.273.982-C
38.256 RLG2-11.985.260-G
39.560 RLG2-04.637.615-G
40.846 RLG2-06.724.390-A
44.196 RLG2-06.991.191-C
47.448 RLG2-09.237.694-A
47.458 RLG2-09.717.270-G
47.471 RLG2-09.745.471-T
48.753 RLG2-08.723.344-G (*)
50.035 RLG2-08.723.481-C
51.320 RLG2-08.693.366-C
58.109 RLG2-11.327.748-C
62.072 RLG2-11.845.661-C
66.039 RLG2-13.145.070-T
67.327 RLG2-13.924.380-G
69.932 RLG2-14.306.865-T
72.530 RLG2-14.779.757-C
77.868 RLG2-16.055.718-C
79.150 RLG2-15.165.702-C
81.748 RLG2-16.451.693-G (*)
83.031 RLG2-17.229.383-G
84.313 RLG2-16.779.187-G
85.595 RLG2-16.816.186-C (*)
87.386 RLG2-16.816.185-A
90.848 RLG2-17.393.273-A
93.449 RLG2-17.560.486-C
93.471 RLG2-18.899.881-G
96.046 RLG2-18.005.558-T
97.338 RLG2-17.786.277-C
101.298 RLG2-19.251.964-T (*)
105.247 RLG2-19.687.432-C
113.537 RLG2-20.929.139-C
117.535 RLG2-21.035.646-G
121.484 RLG2-22.373.741-A
123.423 RLG2-21.513.595-A
125.362 RLG2-22.814.228-C (*)
128.073 RLG2-22.367.162-A
135.365 RLG2-21.666.210-T
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Ch/RLG2-3
9.058 RLG2-03.084.140-G
14.052 RLG2-00.714.742-A
14.081 RLG2-02.755.803-A
14.997 RLG2-00.714.708-G
15.910 RLG2-07.096.225-C
15.929 RLG2-07.096.213-T
17.783 RLG2-03.756.066-T
17.929 RLG2-07.096.682-T
19.211 RLG2-07.096.733-T
21.766 RLG2-08.592.572-T
21.807 RLG2-08.693.364-T
21.826 RLG2-08.596.488-T
22.988 RLG2-09.034.659-A
24.377 RLG2-09.069.695-T
26.746 RLG2-04.637.594-C
27.204 RLG2-08.651.249-T
32.293 RLG2-11.894.332-A
33.578 RLG2-11.894.340-T
34.876 RLG2-11.487.382-G (*)
34.914 RLG2-13.770.229-T
37.472 RLG2-12.968.081-T (*)
38.754 RLG2-12.709.354-A
42.704 RLG2-12.572.659-G (*)
42.732 RLG2-13.924.387-A
45.300 RLG2-14.483.136-G
46.582 RLG2-14.469.193-T (*)
47.865 RLG2-14.819.765-T
49.147 RLG2-15.271.115-T (*)
50.429 RLG2-15.841.962-T
53.027 RLG2-15.030.576-C
56.969 RLG2-15.105.471-C
56.976 RLG2-15.273.479-G (*)
58.741 RLG2-15.044.720-T
66.525 RLG2-16.129.371-T
76.305 RLG2-16.143.448-A
77.613 RLG2-16.187.503-C
80.178 RLG2-16.192.587-C
80.219 RLG2-16.400.825-A
81.501 RLG2-16.453.356-A (*)
82.783 RLG2-17.549.100-C (*)
86.733 RLG2-17.585.816-A
89.341 RLG2-17.588.218-A
91.949 RLG2-17.786.268-T (*)
93.231 RLG2-17.901.752-T
94.513 RLG2-17.976.556-C
95.795 RLG2-18.005.488-C
97.077 RLG2-18.465.673-A (*)
97.660 RLG2-18.195.792-T
98.351 RLG2-18.567.917-T
98.389 RLG2-18.185.309-G
100.947 RLG2-18.643.171-C (*)
102.229 RLG2-19.688.540-T (*)
102.716 RLG2-19.001.860-A
103.504 RLG2-19.688.105-A
104.913 RLG2-19.388.129-A
106.068 RLG2-19.874.526-G
110.018 RLG2-20.418.180-T
112.616 RLG2-20.719.608-G
116.569 RLG2-20.939.432-T
117.854 RLG2-20.855.474-G
118.526 RLG2-20.911.061-G
119.128 RLG2-21.035.653-A (*)
120.410 RLG2-21.116.279-T (*)
121.692 RLG2-22.399.850-C (*)
124.290 RLG2-22.234.546-T (*)
124.982 RLG2-21.769.737-G
125.564 RLG2-22.732.233-G (*)
126.134 RLG2-22.814.219-T
126.838 RLG2-22.792.010-G (*)
Ch/RLG2-4
0.929 RLG2-00.146.477-A
1.253 RLG2-01.291.312-A
1.431 RLG2-00.474.042-T (*)
10.629 RLG2-07.096.712-C
17.273 RLG2-06.036.254-T
27.696 RLG2-09.034.624-C
29.089 RLG2-09.034.640-C
33.472 RLG2-09.717.229-C (*)
34.754 RLG2-08.596.505-C (*)
34.763 RLG2-08.749.556-A
38.709 RLG2-10.189.632-T
41.314 RLG2-10.171.845-A
42.599 RLG2-11.845.616-A
45.201 RLG2-12.800.173-A (*)
49.157 RLG2-14.130.963-C
53.028 RLG2-14.983.038-C
55.729 RLG2-14.707.947-A
61.223 RLG2-15.017.686-T (*)
63.824 RLG2-16.400.782-A
65.108 RLG2-16.406.671-A (*)
65.730 RLG2-16.451.660-C
66.383 RLG2-16.779.213-T
66.421 RLG2-16.547.238-G
68.979 RLG2-16.798.882-G
70.261 RLG2-17.545.409-T (*)
71.543 RLG2-17.933.007-T (*)
72.129 RLG2-18.185.311-A
73.023 RLG2-17.850.479-G
76.120 RLG2-18.465.775-G
80.728 RLG2-20.020.612-T (*)
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Ch/RLG3-1
2.775 RLG3-00.200.299-G
5.403 RLG3-00.512.094-G (*)
5.982 RLG3-00.779.104-G
6.677 RLG3-00.071.648-C (*)
14.918 RLG3-04.414.097-C
16.204 RLG3-04.977.269-C (*)
16.902 RLG3-04.729.230-C
17.783 RLG3-04.824.682-C
19.443 RLG3-04.408.614-C
22.699 RLG3-05.446.078-T
23.987 RLG3-05.756.077-T
25.273 RLG3-05.311.096-C
27.871 RLG3-05.445.088-G
29.156 RLG3-05.464.972-C
45.498 RLG3-09.113.874-G
48.112 RLG3-09.025.061-G
50.714 RLG3-10.087.683-C
55.059 RLG3-10.128.461-A
78.357 RLG3-18.425.083-C (*)
80.958 RLG3-17.246.830-T
84.911 RLG3-16.580.441-C
87.522 RLG3-21.754.884-A
92.109 RLG3-14.019.074-C
98.371 RLG3-23.637.555-G
105.222 RLG3-24.879.294-A
107.220 RLG3-25.317.908-A
109.093 RLG3-19.049.560-C (*)
110.545 RLG3-19.137.140-G
119.637 RLG3-26.376.927-G
124.037 RLG3-30.200.252-G
126.641 RLG3-33.127.437-G
133.434 RLG3-32.542.385-C
136.598 RLG3-32.535.660-A
158.735 RLG3-33.220.508-A
164.299 RLG3-33.220.471-T
165.646 RLG3-33.220.543-G
Ch/RLG3-2
1.292 RLG3-00.544.089-G (*)
5.224 RLG3-00.808.553-A
5.240 RLG3-00.841.563-A
7.855 RLG3-01.320.588-C
20.804 RLG3-03.490.496-A (*)
29.075 RLG3-06.147.341-C
38.882 RLG3-06.700.103-A
41.500 RLG3-08.408.190-A
42.785 RLG3-08.661.354-T (*)
49.553 RLG3-18.532.787-C
50.835 RLG3-10.654.079-G
52.774 RLG3-09.993.159-C
63.392 RLG3-10.341.403-T (*)
76.337 RLG3-20.828.912-T
80.300 RLG3-15.149.858-C
82.891 RLG3-14.019.069-G
82.898 RLG3-15.249.102-T
84.287 RLG3-17.909.710-A
100.581 RLG3-17.246.801-G
117.019 RLG3-23.372.843-A
121.877 RLG3-23.646.020-T
124.793 RLG3-23.637.615-C
125.165 RLG3-21.955.359-A
127.546 RLG3-23.654.315-C
132.179 RLG3-24.879.299-A
140.093 RLG3-25.873.972-T
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Ch/RLG3-3
1.302 RLG3-00.208.660-G (*)
2.584 RLG3-00.709.094-A (*)
9.351 RLG3-04.456.732-C (*)
10.633 RLG3-04.932.850-T (*)
11.200 RLG3-05.193.158-T
11.907 RLG3-04.716.864-T
14.505 RLG3-05.445.111-T
15.787 RLG3-05.446.077-G
19.737 RLG3-06.528.041-C (*)
19.784 RLG3-06.586.324-C
25.070 RLG3-06.550.026-T
31.264 RLG3-08.180.067-C
32.722 RLG3-08.180.056-C
37.240 RLG3-07.119.868-A
40.045 RLG3-08.572.061-A
65.888 RLG3-15.249.163-G
67.173 RLG3-16.050.166-G
70.734 RLG3-18.414.661-G
77.959 RLG3-17.909.762-C
81.909 RLG3-16.449.710-T
85.858 RLG3-16.779.781-G
91.196 RLG3-23.258.202-T
97.964 RLG3-23.367.642-G
106.201 RLG3-19.049.561-G
107.483 RLG3-24.513.032-T (*)
108.766 RLG3-27.102.385-G
112.715 RLG3-28.248.558-G
116.664 RLG3-28.186.049-A
122.006 RLG3-26.709.359-T
123.288 RLG3-26.307.572-A
127.241 RLG3-30.233.310-T
128.523 RLG3-28.618.850-G
130.216 RLG3-29.858.782-C
133.750 RLG3-30.835.191-T
139.088 RLG3-33.193.715-A
Ch/RLG3-4
1.673 RLG3-00.544.119-G
5.489 RLG3-00.725.407-G
5.619 RLG3-00.696.063-G (*)
6.901 RLG3-01.061.200-T
8.480 RLG3-01.900.177-T
13.530 RLG3-03.923.875-T
16.132 RLG3-03.792.427-G
20.081 RLG3-03.542.300-C (*)
21.830 RLG3-03.405.972-A
29.581 RLG3-05.774.118-C (*)
30.863 RLG3-05.774.082-C
32.103 RLG3-07.649.860-T
33.440 RLG3-07.172.384-A
41.715 RLG3-07.172.309-G
50.268 RLG3-07.778.262-T
52.557 RLG3-07.175.253-T
52.642 RLG3-08.421.799-G (*)
53.927 RLG3-08.682.189-T
55.213 RLG3-08.682.234-G
55.895 RLG3-08.573.309-A
56.487 RLG3-08.465.140-G (*)
59.517 RLG3-08.627.031-T
67.383 RLG3-08.369.007-A
72.802 RLG3-08.572.039-A
75.480 RLG3-08.953.903-T
76.762 RLG3-09.114.461-A (*)
76.826 RLG3-10.935.891-C
79.025 RLG3-09.794.002-C
79.652 RLG3-10.341.469-C
81.955 RLG3-13.697.204-A
84.546 RLG3-12.617.840-G
84.559 RLG3-12.620.597-G (*)
85.841 RLG3-13.737.875-C
88.439 RLG3-13.735.681-T (*)
89.034 RLG3-10.017.266-A
89.719 RLG3-10.609.045-C
91.001 RLG3-09.912.027-A (*)
93.599 RLG3-09.912.070-A (*)
96.201 RLG3-07.172.312-T
99.775 RLG3-11.589.219-A
104.061 RLG3-10.325.943-G
110.977 RLG3-19.914.294-T
116.315 RLG3-19.726.408-G
118.913 RLG3-19.726.389-C
120.845 RLG3-20.789.796-G
122.784 RLG3-15.149.864-T
125.366 RLG3-23.073.605-A
125.382 RLG3-21.567.538-A
128.529 RLG3-21.694.763-A
135.069 RLG3-21.694.788-T
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Ch/RLG3-5
11.284 RLG3-20.495.014-C (*)
13.868 RLG3-21.041.318-T
13.881 RLG3-19.431.584-T
16.482 RLG3-24.080.522-C
17.768 RLG3-19.788.167-A (*)
20.366 RLG3-20.834.762-A (*)
23.865 RLG3-16.977.088-T
25.199 RLG3-20.617.288-G
28.088 RLG3-18.986.087-G
28.246 RLG3-21.694.778-T
28.250 RLG3-21.694.799-A
33.599 RLG3-21.955.347-C
33.630 RLG3-21.955.369-T
33.640 RLG3-23.623.329-C
38.908 RLG3-23.791.646-C
38.965 RLG3-27.225.334-A (*)
44.120 RLG3-24.408.819-G
44.285 RLG3-24.879.335-T
46.886 RLG3-24.513.003-A
48.169 RLG3-24.429.086-A
50.770 RLG3-23.527.056-A (*)
51.346 RLG3-16.580.472-G
52.044 RLG3-18.425.096-G
54.029 RLG3-14.110.746-A
55.932 RLG3-23.637.540-A
59.892 RLG3-19.109.271-G
63.868 RLG3-18.986.033-C
75.259 RLG3-28.245.773-G
83.546 RLG3-27.633.490-C
83.552 RLG3-28.746.701-C (*)
84.834 RLG3-28.103.917-G (*)
86.116 RLG3-28.834.190-T (*)
87.402 RLG3-28.780.625-T
90.993 RLG3-27.742.220-A
92.366 RLG3-27.460.817-C
92.613 RLG3-27.742.251-A
93.895 RLG3-27.460.826-G
93.911 RLG3-27.806.924-C
96.499 RLG3-26.375.918-G
97.788 RLG3-26.653.685-T (*)
100.386 RLG3-26.307.563-A
101.668 RLG3-26.746.505-T
102.950 RLG3-25.873.980-C
115.740 RLG3-33.220.520-G
117.132 RLG3-33.195.099-A
118.414 RLG3-33.193.667-C (*)
124.007 RLG3-32.160.711-G
Ch/RLG4-1
1.738 RLG4-14.376.415-C (*)
3.031 RLG4-13.233.617-T
14.358 RLG4-12.469.905-G (*)
50.467 RLG4-12.469.955-C
53.362 RLG4-12.469.902-A
59.328 RLG4-12.469.893-G
63.814 RLG4-12.702.844-T
72.404 RLG4-11.600.014-G (*)
75.012 RLG4-24.077.157-C
77.864 RLG4-24.045.690-C
91.548 RLG4-13.959.699-T
103.035 RLG4-09.961.743-G
103.496 RLG4-15.573.492-A
106.644 RLG4-23.098.680-T
110.153 RLG4-14.775.071-C
110.166 RLG4-14.904.066-A
110.182 RLG4-14.904.082-A
110.185 RLG4-14.904.070-T
116.999 RLG4-19.499.247-C
122.422 RLG4-20.747.471-T
125.033 RLG4-23.137.152-T
126.319 RLG4-23.137.198-T
127.604 RLG4-23.102.601-A (*)
128.174 RLG4-23.033.052-C
128.877 RLG4-19.825.121-T (*)
130.160 RLG4-20.707.392-T
141.770 RLG4-20.901.038-A
152.959 RLG4-18.694.097-A
154.593 RLG4-18.731.354-A
155.875 RLG4-18.687.377-A
158.473 RLG4-24.573.492-C
159.203 RLG4-24.401.839-C
159.747 RLG4-17.204.861-T (*)
159.792 RLG4-17.403.614-C
162.350 RLG4-24.035.930-T
163.638 RLG4-17.523.273-C
166.173 RLG4-22.288.308-C
166.233 RLG4-21.783.089-C (*)
170.183 RLG4-20.366.504-G (*)
170.848 RLG4-20.366.547-G
171.457 RLG4-20.075.783-G
172.739 RLG4-20.068.838-C (*)
174.684 RLG4-21.758.257-A
176.617 RLG4-22.458.069-A (*)
189.149 RLG4-19.551.651-T
192.045 RLG4-19.551.601-G
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Ch/RLG4-2a
8.714 RLG4-05.018.153-G
29.986 RLG4-04.807.569-C
31.300 RLG4-03.607.597-A
31.357 RLG4-04.727.239-A
38.895 RLG4-09.179.716-T
44.843 RLG4-10.676.955-T
46.248 RLG4-10.860.687-C
47.410 RLG4-10.842.794-G (*)
50.008 RLG4-11.551.866-A (*)
53.972 RLG4-12.235.882-G
57.935 RLG4-12.568.774-T
57.954 RLG4-12.602.658-A
64.399 RLG4-14.157.913-C
77.099 RLG4-13.104.464-C
Ch/RLG5-1
5.841 RLG5-02.570.872-A
7.136 RLG5-02.570.116-A
11.161 RLG5-00.995.858-G
14.238 RLG5-07.658.722-G
16.358 RLG5-07.658.742-C (*)
21.696 RLG5-06.718.012-C
27.035 RLG5-13.940.292-G (*)
28.317 RLG5-09.882.844-T
29.599 RLG5-06.721.531-C
34.660 RLG5-11.936.576-G
36.304 RLG5-11.924.111-A
40.288 RLG5-17.163.965-A
40.294 RLG5-17.159.041-C
42.889 RLG5-16.073.541-C
44.174 RLG5-17.471.047-A
45.844 RLG5-22.280.411-G
50.786 RLG5-21.140.410-T (*)
50.808 RLG5-19.190.495-A
57.207 RLG5-20.690.905-G
58.864 RLG5-22.684.600-T (*)
60.146 RLG5-20.690.486-C (*)
60.159 RLG5-22.911.235-C
73.285 RLG5-23.033.517-C
84.803 RLG5-23.686.996-C
84.806 RLG5-23.638.272-T
85.430 RLG5-23.426.483-A
86.090 RLG5-23.817.887-G
90.066 RLG5-24.240.120-T
91.358 RLG5-24.462.691-A
92.647 RLG5-26.905.298-G
95.252 RLG5-26.394.143-G
101.471 RLG5-27.304.107-G
105.661 RLG5-25.878.896-T
107.324 RLG5-27.733.880-G
136.941 RLG5-29.409.354-C
138.545 RLG5-29.409.360-G
141.838 RLG5-29.638.596-G
145.791 RLG5-28.150.423-C
148.415 RLG5-28.393.271-C
151.050 RLG5-27.324.663-T
155.010 RLG5-26.394.191-T (*)
156.292 RLG5-26.432.282-C
159.537 RLG5-26.415.366-T
Ch/RLG4-2b
2.812 RLG4-12.017.486-T (*)
2.815 RLG4-12.019.702-A
9.935 RLG4-12.568.813-A
22.859 RLG4-14.376.373-C
22.888 RLG4-13.233.567-G
26.837 RLG4-14.344.018-G
38.153 RLG4-13.874.965-A (*)
48.060 RLG4-24.077.150-C
58.752 RLG4-15.573.490-G
64.590 RLG4-19.094.809-C
69.724 RLG4-18.731.315-C
71.427 RLG4-18.758.996-C
82.802 RLG4-24.045.662-C
100.469 RLG4-25.017.963-T
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Ch/RLG5-2
12.240 RLG5-02.296.719-C
19.011 RLG5-02.554.749-C
19.281 RLG5-01.524.105-T
21.872 RLG5-01.420.550-G
21.882 RLG5-01.376.596-G
23.437 RLG5-01.372.530-C
29.944 RLG5-05.936.586-G
29.950 RLG5-05.124.880-C
30.928 RLG5-03.874.445-G
31.745 RLG5-04.764.107-C
34.340 RLG5-04.732.468-G
34.501 RLG5-02.145.958-C
35.731 RLG5-04.732.467-A
37.326 RLG5-04.732.448-T
37.663 RLG5-01.748.432-A
37.682 RLG5-02.295.963-C
37.704 RLG5-01.748.390-A
40.279 RLG5-04.720.979-A
41.561 RLG5-03.365.823-T (*)
41.599 RLG5-04.046.479-T
41.602 RLG5-02.551.858-T
44.157 RLG5-03.936.160-G (*)
52.394 RLG5-04.106.701-A
63.913 RLG5-04.830.295-A
73.662 RLG5-01.974.656-G
Ch/RLG5-3
6.713 RLG5-04.158.666-G
6.767 RLG5-02.283.206-T (*)
8.048 RLG5-06.070.340-C (*)
26.182 RLG5-16.943.991-C
31.541 RLG5-16.122.572-C (*)
35.487 RLG5-07.933.658-A (*)
35.490 RLG5-07.934.527-T (*)
49.034 RLG5-07.967.007-C
Ch/RLG5-4
2.645 RLG5-00.830.801-G (*)
10.882 RLG5-03.831.184-G (*)
16.295 RLG5-03.439.634-G
27.718 RLG5-09.777.300-C
36.000 RLG5-00.601.003-A (*)
37.282 RLG5-06.520.603-C
38.568 RLG5-07.307.659-C
39.230 RLG5-14.612.579-G
39.845 RLG5-12.837.297-G
39.949 RLG5-14.612.633-C
46.597 RLG5-10.668.741-G (*)
47.938 RLG5-11.924.119-C
Ch/RLG5-5
4.300 RLG5-28.759.411-T
6.941 RLG5-26.188.930-G
8.227 RLG5-26.038.899-T
10.828 RLG5-26.432.281-A
13.426 RLG5-26.264.654-C (*)
14.900 RLG5-25.967.743-T
14.906 RLG5-25.967.742-C
17.301 RLG5-26.078.788-C
18.590 RLG5-28.492.781-T
21.198 RLG5-27.444.635-G
23.799 RLG5-27.358.805-C
26.397 RLG5-27.869.748-G
27.683 RLG5-28.009.229-G
28.968 RLG5-27.861.851-C
30.250 RLG5-27.978.967-C (*)
31.858 RLG5-27.685.110-C
36.888 RLG5-29.069.033-G
38.170 RLG5-29.086.889-C
39.820 RLG5-29.173.753-T
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Ch/RLG6-1
3.239 RLG6-12.000.393-G
13.204 RLG6-15.859.138-C
21.081 RLG6-10.913.985-T
24.114 RLG6-17.978.179-G
30.892 RLG6-19.772.583-A
41.542 RLG6-17.816.518-G
44.828 RLG6-18.863.608-C (*)
46.110 RLG6-18.199.452-G
54.355 RLG6-26.041.369-A
55.640 RLG6-26.041.309-T
56.926 RLG6-25.874.815-A
59.524 RLG6-29.058.685-C
60.806 RLG6-26.675.892-A (*)
60.812 RLG6-28.244.143-C
64.765 RLG6-27.387.834-A
68.725 RLG6-28.166.164-T
70.641 RLG6-27.387.858-C
72.596 RLG6-27.086.009-T
73.885 RLG6-29.796.938-T
76.496 RLG6-29.805.658-A
77.785 RLG6-29.501.526-G
79.067 RLG6-29.211.760-C
84.405 RLG6-32.445.738-A
85.687 RLG6-32.264.666-T
86.969 RLG6-32.206.104-A (*)
99.259 RLG6-37.889.534-C
100.632 RLG6-37.782.099-G
100.641 RLG6-38.056.010-C
103.433 RLG6-37.892.043-T
107.475 RLG6-37.635.880-C
107.618 RLG6-38.056.419-T (*)
108.900 RLG6-37.355.411-T (*)
108.957 RLG6-37.355.377-C
111.601 RLG6-40.090.654-A
Ch/RLG6-2
2.685 RLG6-09.124.996-C
2.691 RLG6-09.179.685-C (*)
3.973 RLG6-12.257.397-C
6.561 RLG6-09.063.620-A
6.571 RLG6-09.081.341-G (*)
7.856 RLG6-08.943.429-G
9.141 RLG6-15.530.559-A
10.424 RLG6-13.052.719-T
13.025 RLG6-11.883.538-A
16.943 RLG6-11.884.396-C
20.135 RLG6-12.004.753-G
22.278 RLG6-13.688.104-G (*)
23.867 RLG6-15.864.754-A
28.080 RLG6-13.998.159-T (*)
34.311 RLG6-18.247.021-T
39.737 RLG6-24.147.595-G
42.422 RLG6-18.260.864-G
45.030 RLG6-13.268.018-T
45.036 RLG6-17.978.183-T
46.962 RLG6-16.981.855-A
48.914 RLG6-25.971.767-C
49.340 RLG6-24.316.946-C
49.788 RLG6-25.855.171-T
50.185 RLG6-26.316.119-C (*)
51.467 RLG6-24.691.459-A
53.429 RLG6-24.315.641-G
55.339 RLG6-29.055.977-G (*)
57.897 RLG6-25.157.695-A
57.935 RLG6-26.411.348-A (*)
59.217 RLG6-26.998.631-A (*)
60.499 RLG6-29.789.349-C (*)
61.788 RLG6-29.490.206-G
63.083 RLG6-29.312.269-C
65.698 RLG6-29.211.659-C
70.049 RLG6-32.206.049-G
81.048 RLG6-38.080.893-G
82.337 RLG6-37.355.378-G
83.626 RLG6-37.349.162-G
84.921 RLG6-37.355.400-C (*)
85.455 RLG6-37.786.190-G
85.808 RLG6-37.522.537-A
86.192 RLG6-37.349.032-C (*)
90.142 RLG6-39.901.083-T
90.743 RLG6-39.464.904-A
91.415 RLG6-39.393.017-T (*)
Ch/RLG6-3
2.795 RLG6-01.726.703-G (*)
5.393 RLG6-02.451.082-T
12.160 RLG6-02.836.407-G
13.442 RLG6-03.023.482-T
14.737 RLG6-03.006.256-T
17.369 RLG6-03.092.166-C
24.176 RLG6-03.539.776-A
29.518 RLG6-15.736.840-G
32.131 RLG6-06.552.370-C
38.917 RLG6-08.189.496-G (*)
51.564 RLG6-09.514.222-G
53.123 RLG6-14.086.994-C
55.708 RLG6-17.200.735-T
55.727 RLG6-20.627.496-C
57.639 RLG6-11.526.189-C
59.618 RLG6-19.221.531-A
63.574 RLG6-20.627.488-T
Ch/RLG6-4
1.334 RLG6-34.188.562-G
2.626 RLG6-33.910.336-G (*)
3.908 RLG6-33.852.133-G
6.506 RLG6-37.355.441-A
7.788 RLG6-37.782.088-A (*)
9.070 RLG6-37.501.727-G (*)
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Ch/RLG7-1
4.249 RLG7-02.003.880-C
5.573 RLG7-01.395.074-A
8.214 RLG7-00.344.043-G
9.513 RLG7-00.613.858-T
12.141 RLG7-01.541.557-C (*)
15.474 RLG7-02.097.196-C
18.689 RLG7-02.594.575-A
18.705 RLG7-03.002.107-T
18.730 RLG7-02.391.644-C
21.302 RLG7-02.403.350-T (*)
22.584 RLG7-03.195.963-A
22.600 RLG7-04.658.694-G
25.184 RLG7-04.682.291-C
33.448 RLG7-04.479.126-T
38.811 RLG7-04.480.899-G
39.483 RLG7-03.188.002-G
40.088 RLG7-04.701.016-G (*)
41.371 RLG7-03.330.228-C (*)
42.653 RLG7-03.300.746-A (*)
44.588 RLG7-04.300.732-A
46.550 RLG7-04.182.191-T
46.706 RLG7-03.769.359-A
48.232 RLG7-03.799.367-A
51.820 RLG7-03.799.334-C
54.438 RLG7-05.534.133-G
55.720 RLG7-03.952.461-A (*)
58.364 RLG7-05.531.149-T
65.203 RLG7-05.783.332-T
66.486 RLG7-05.162.904-T
68.133 RLG7-05.935.502-T
73.107 RLG7-08.068.942-C
75.705 RLG7-08.068.909-C
79.654 RLG7-06.897.424-T (*)
82.219 RLG7-07.739.077-A
82.250 RLG7-06.832.841-A
84.792 RLG7-06.020.864-G
84.846 RLG7-07.321.973-G
86.131 RLG7-08.242.349-T
87.804 RLG7-07.164.896-G
107.381 RLG7-10.153.924-G (*)
108.921 RLG7-10.132.371-C
116.939 RLG7-09.625.786-A
126.692 RLG7-09.625.782-T
130.689 RLG7-10.476.177-C
134.670 RLG7-10.476.188-A
137.384 RLG7-11.246.171-T
139.926 RLG7-11.251.071-A
145.866 RLG7-12.712.817-T
153.544 RLG7-11.021.191-A
155.456 RLG7-13.923.601-G
157.455 RLG7-12.499.417-T
165.180 RLG7-14.529.196-A
166.618 RLG7-14.501.053-T
170.431 RLG7-14.542.352-T
Ch/RLG7-2
9.389 RLG7-00.714.705-G
10.688 RLG7-00.784.102-C
11.996 RLG7-00.634.516-C
13.297 RLG7-00.633.002-G
18.664 RLG7-00.344.051-A
28.015 RLG7-02.097.215-T
32.067 RLG7-02.289.382-A
33.727 RLG7-02.403.232-A
39.066 RLG7-03.131.128-T
40.348 RLG7-03.084.273-A
45.686 RLG7-06.029.365-T (*)
46.975 RLG7-06.104.839-G
48.263 RLG7-05.901.402-C (*)
49.545 RLG7-06.029.270-C
50.827 RLG7-07.711.877-A
53.439 RLG7-09.279.654-G
57.409 RLG7-08.934.523-G
59.115 RLG7-08.651.834-T
62.628 RLG7-07.711.955-T (*)
82.586 RLG7-10.052.964-T (*)
83.871 RLG7-11.008.446-C
85.160 RLG7-13.777.015-G
89.112 RLG7-11.251.126-G
90.401 RLG7-12.741.773-A
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Ch/RLG7-3
2.196 RLG7-01.672.826-C
3.892 RLG7-01.352.306-G
5.533 RLG7-00.551.633-C (*)
7.193 RLG7-00.831.494-G
9.014 RLG7-02.289.353-G
10.697 RLG7-02.594.565-T
11.985 RLG7-02.403.295-T
13.267 RLG7-02.992.033-A
15.865 RLG7-03.325.273-T (*)
18.463 RLG7-03.735.831-C (*)
19.746 RLG7-03.723.989-T (*)
22.344 RLG7-05.422.078-A
24.942 RLG7-05.172.623-A (*)
25.652 RLG7-06.701.744-A
26.216 RLG7-07.739.467-A (*)
27.498 RLG7-07.888.873-G (*)
28.780 RLG7-08.427.951-G
30.062 RLG7-07.257.796-T
30.071 RLG7-07.204.727-A
40.525 RLG7-07.164.998-G
50.909 RLG7-07.327.660-G
51.077 RLG7-08.262.977-T (*)
59.121 RLG7-10.158.156-A
60.586 RLG7-09.777.408-C
63.184 RLG7-09.669.616-C
64.465 RLG7-09.669.642-A (*)
76.292 RLG7-10.780.849-A
83.041 RLG7-10.780.866-C
Ch/RLG7-4
4.984 RLG7-01.518.626-G
10.400 RLG7-00.831.501-G
15.580 RLG7-00.784.115-G
24.547 RLG7-02.403.329-G (*)
38.936 RLG7-07.711.863-A
40.403 RLG7-07.284.996-T
41.685 RLG7-07.465.089-A (*)
44.283 RLG7-08.934.554-C
45.588 RLG7-08.651.802-T
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PJ/RLG1-1
3.259 RLG1-03.749.875-C
14.113 RLG1-07.685.604-T (*)
16.613 RLG1-09.423.563-A
18.290 RLG1-09.486.451-T
21.654 RLG1-07.129.218-A
26.787 RLG1-06.861.383-G
31.933 RLG1-06.726.834-T
34.437 RLG1-07.307.364-G
45.934 RLG1-07.445.679-G
61.221 RLG1-08.892.330-A
70.581 RLG1-08.669.706-C (*)
73.037 RLG1-10.189.760-T
73.080 RLG1-10.966.819-G
74.314 RLG1-11.601.189-G (*)
74.415 RLG1-11.526.446-G
77.717 RLG1-11.500.836-A
78.186 RLG1-12.211.249-G
89.111 RLG1-11.882.962-A
97.778 RLG1-10.915.946-C
104.902 RLG1-09.912.564-C
107.799 RLG1-05.879.098-T
111.443 RLG1-10.823.596-C
111.599 RLG1-11.918.843-T (*)
112.834 RLG1-10.695.695-G
115.095 RLG1-13.145.059-G
115.520 RLG1-12.613.647-G
117.822 RLG1-13.135.902-G
119.066 RLG1-12.196.194-T
120.301 RLG1-13.375.393-G
122.805 RLG1-13.714.127-A (*)
136.784 RLG1-15.312.251-T (*)
139.284 RLG1-15.543.225-A (*)
145.787 RLG1-16.660.108-G
149.586 RLG1-16.367.777-T (*)
150.166 RLG1-16.432.372-T
150.813 RLG1-16.115.539-A (*)
152.048 RLG1-16.055.166-A (*)
153.283 RLG1-16.183.934-A
157.694 RLG1-15.732.093-T
163.569 RLG1-18.059.796-G
163.584 RLG1-17.817.020-T
164.819 RLG1-18.497.544-G (*)
166.053 RLG1-18.617.622-T (*)
166.121 RLG1-16.959.080-T
168.490 RLG1-19.889.384-G
168.548 RLG1-19.588.498-C
169.801 RLG1-19.864.253-A
PJ/RLG1-2
4.215 RLG1-01.803.750-A
4.261 RLG1-02.086.466-T
5.746 RLG1-01.803.806-G
15.964 RLG1-06.523.315-T
20.109 RLG1-09.652.926-G
29.352 RLG1-06.610.173-C
43.086 RLG1-09.186.081-C
56.893 RLG1-07.445.657-C
59.909 RLG1-08.666.017-C
61.143 RLG1-09.047.262-G
63.644 RLG1-08.229.531-A
64.878 RLG1-06.861.360-C
66.113 RLG1-07.016.162-T (*)
67.348 RLG1-07.062.894-G
73.150 RLG1-05.879.080-C
79.035 RLG1-10.823.566-A (*)
81.536 RLG1-13.850.022-T
102.423 RLG1-15.383.554-T (*)
103.663 RLG1-15.312.304-A
106.170 RLG1-15.484.909-T
108.677 RLG1-15.730.127-T
109.912 RLG1-15.732.109-T (*)
112.412 RLG1-17.151.671-G
112.893 RLG1-16.627.674-A
113.640 RLG1-17.503.389-T
114.874 RLG1-16.771.246-G
118.297 RLG1-16.106.202-T
119.924 RLG1-16.905.398-C
123.769 RLG1-17.911.679-A
128.942 RLG1-18.617.614-A
131.449 RLG1-18.833.968-T
133.950 RLG1-18.935.436-C
135.184 RLG1-19.129.974-T
137.685 RLG1-19.122.219-C
141.487 RLG1-20.015.506-G
142.794 RLG1-20.157.546-C
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PJ/RLG1-3
7.879 RLG1-02.086.457-A (*)
11.678 RLG1-00.681.937-T
15.524 RLG1-07.695.120-C
15.539 RLG1-09.424.973-A
18.023 RLG1-07.101.312-C
19.258 RLG1-07.469.973-G (*)
24.391 RLG1-13.850.093-G (*)
29.551 RLG1-11.635.351-T
40.434 RLG1-13.323.606-G
46.937 RLG1-13.607.824-T
46.943 RLG1-13.850.023-G (*)
56.087 RLG1-15.458.617-C
57.506 RLG1-15.215.321-C (*)
60.013 RLG1-15.353.589-T
61.254 RLG1-15.403.372-T
65.057 RLG1-16.656.437-T
66.294 RLG1-16.627.671-A (*)
67.532 RLG1-16.547.383-C
68.770 RLG1-16.367.726-T (*)
71.277 RLG1-16.667.204-T
73.787 RLG1-16.459.087-T
76.291 RLG1-16.905.416-T
77.525 RLG1-16.905.426-A
81.325 RLG1-17.582.276-T
82.562 RLG1-16.368.071-C
83.800 RLG1-16.821.691-C
85.035 RLG1-18.059.758-T
85.044 RLG1-18.057.853-G
87.519 RLG1-18.979.399-C
87.534 RLG1-18.475.613-G (*)
88.769 RLG1-18.314.522-A (*)
90.003 RLG1-18.381.833-G
90.013 RLG1-16.821.637-T
93.799 RLG1-18.640.605-A
93.802 RLG1-18.695.876-G (*)
97.578 RLG1-19.122.244-A
97.605 RLG1-19.079.799-T (*)
100.106 RLG1-19.655.212-A
101.341 RLG1-19.889.366-A
102.575 RLG1-19.889.771-C
PJ/RLG2-1
17.400 RLG2-04.807.464-G
21.516 RLG2-04.807.460-C
27.032 RLG2-05.158.363-C
28.276 RLG2-09.890.262-G
29.523 RLG2-06.750.253-A
34.306 RLG2-09.297.109-G
35.898 RLG2-09.435.860-C
37.145 RLG2-09.572.052-C
42.278 RLG2-13.361.191-G (*)
44.778 RLG2-13.392.811-T
45.494 RLG2-10.871.769-C
46.012 RLG2-12.246.210-G (*)
47.246 RLG2-12.324.674-C
48.481 RLG2-11.785.079-C
50.978 RLG2-12.779.651-G
50.981 RLG2-12.800.208-G
56.121 RLG2-14.125.312-G
59.156 RLG2-15.661.887-C
63.715 RLG2-17.229.416-G
63.736 RLG2-17.786.337-A
68.869 RLG2-18.185.292-A (*)
75.371 RLG2-18.616.891-T
76.606 RLG2-18.419.741-A
87.714 RLG2-19.985.573-G
95.340 RLG2-20.955.936-G (*)
98.043 RLG2-21.119.203-C
98.070 RLG2-21.218.964-A
100.561 RLG2-22.314.568-C
103.087 RLG2-21.769.720-G
106.893 RLG2-22.286.579-T
108.419 RLG2-20.748.272-C
127.256 RLG2-21.782.260-G
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PJ/RLG2-2
1.234 RLG2-10.947.664-C (*)
2.469 RLG2-11.453.286-A (*)
3.703 RLG2-11.845.673-G (*)
6.220 RLG2-13.109.176-G
7.464 RLG2-13.109.175-T
8.712 RLG2-12.708.559-G (*)
9.949 RLG2-13.942.193-G
11.187 RLG2-14.846.654-C (*)
12.820 RLG2-14.819.764-G
16.203 RLG2-14.483.181-G (*)
16.876 RLG2-15.769.084-A
17.431 RLG2-14.351.298-A (*)
17.580 RLG2-15.769.101-G
21.219 RLG2-14.762.912-A
23.729 RLG2-14.587.065-G
26.245 RLG2-15.017.702-A
26.933 RLG2-15.273.820-T
27.478 RLG2-15.114.476-A (*)
27.591 RLG2-15.137.065-A
28.282 RLG2-15.222.951-G
29.345 RLG2-15.127.285-A
31.193 RLG2-15.383.703-A
31.199 RLG2-15.674.330-G (*)
31.205 RLG2-15.726.408-C
31.214 RLG2-15.726.363-C
33.699 RLG2-16.004.866-A
37.495 RLG2-16.453.357-G
37.498 RLG2-16.129.392-A
37.911 RLG2-16.451.675-C
38.395 RLG2-16.451.738-A
38.722 RLG2-16.398.674-G
39.957 RLG2-16.400.677-C
41.192 RLG2-16.129.318-T (*)
44.991 RLG2-16.798.942-T
46.035 RLG2-17.547.637-C
47.467 RLG2-17.588.167-A (*)
48.702 RLG2-16.798.906-G
48.705 RLG2-17.786.322-A
48.708 RLG2-17.786.296-G
52.543 RLG2-18.313.011-C
56.389 RLG2-18.554.973-C
57.633 RLG2-18.550.097-G (*)
58.867 RLG2-18.616.890-T
59.571 RLG2-18.567.906-C
60.101 RLG2-19.001.833-G (*)
61.339 RLG2-19.008.662-G
63.842 RLG2-19.563.751-G (*)
65.077 RLG2-19.712.720-A (*)
66.315 RLG2-20.182.351-G
67.559 RLG2-20.090.600-G
68.800 RLG2-20.090.629-A
70.040 RLG2-19.928.509-A (*)
72.541 RLG2-20.403.240-A
74.386 RLG2-20.281.274-A
76.268 RLG2-21.116.211-A (*)
76.814 RLG2-21.108.310-C
77.495 RLG2-20.819.533-A (*)
78.733 RLG2-20.929.104-A
79.974 RLG2-20.858.673-T
81.212 RLG2-20.950.484-G
82.446 RLG2-20.708.089-T
84.947 RLG2-20.855.502-C
86.181 RLG2-21.162.390-G
87.416 RLG2-21.110.225-G
89.917 RLG2-22.373.731-T (*)
91.151 RLG2-22.814.241-G (*)
92.996 RLG2-21.421.021-T
94.878 RLG2-22.773.915-A (*)
96.113 RLG2-22.214.107-G
97.348 RLG2-22.399.812-C (*)
97.983 RLG2-22.062.960-G
98.581 RLG2-21.488.211-C
99.056 RLG2-22.062.995-A
99.808 RLG2-21.571.678-A (*)
101.043 RLG2-21.555.049-T (*)
102.277 RLG2-21.699.619-T (*)
103.512 RLG2-22.007.532-A
104.747 RLG2-22.234.588-T (*)
107.254 RLG2-22.074.949-T
113.763 RLG2-21.433.118-A
PJ/RLG2-3
10.732 RLG2-12.246.187-A (*)
13.339 RLG2-10.932.787-T
14.843 RLG2-11.038.406-G
24.639 RLG2-09.703.791-A
38.433 RLG2-12.968.031-T
43.586 RLG2-14.246.406-G
43.589 RLG2-14.246.450-A
44.827 RLG2-15.114.509-T
46.065 RLG2-15.165.641-C
47.299 RLG2-15.661.858-G
49.819 RLG2-14.431.132-G
51.079 RLG2-14.431.128-T
56.840 RLG2-16.239.786-A
70.478 RLG2-18.640.110-G
71.722 RLG2-18.713.233-C
72.969 RLG2-19.875.378-G
74.207 RLG2-15.365.328-T
75.473 RLG2-19.928.543-A
78.570 RLG2-20.240.638-C
83.248 RLG2-21.155.528-C
87.110 RLG2-22.367.157-G
90.318 RLG2-21.421.033-G
93.489 RLG2-22.791.996-G
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PJ/RLG2-4
10.623 RLG2-02.456.189-A
17.765 RLG2-06.469.909-A (*)
20.571 RLG2-04.996.323-T
32.612 RLG2-11.785.038-A
36.329 RLG2-10.947.684-C
36.409 RLG2-10.932.182-G (*)
40.211 RLG2-13.158.308-C
45.347 RLG2-15.676.323-G
46.585 RLG2-16.547.292-T
50.388 RLG2-17.738.874-T
53.761 RLG2-18.650.656-C
55.524 RLG2-18.465.627-A
72.777 RLG2-21.035.574-C
76.622 RLG2-21.433.160-G
77.892 RLG2-22.773.892-A
87.803 RLG2-22.637.448-A
PJ/RLG3-1
34.045 RLG3-01.058.323-C (*)
37.848 RLG3-02.384.481-G
39.380 RLG3-02.271.770-G
44.227 RLG3-03.923.823-C
48.033 RLG3-02.520.262-G
49.270 RLG3-03.733.684-G
54.970 RLG3-04.932.137-G
57.780 RLG3-05.520.868-A
59.155 RLG3-05.520.861-G
64.794 RLG3-05.520.845-T
66.150 RLG3-04.402.743-T
67.398 RLG3-04.649.780-G
68.030 RLG3-05.829.176-G
68.631 RLG3-05.536.393-G (*)
71.131 RLG3-07.172.427-C (*)
73.641 RLG3-06.375.268-C
78.166 RLG3-04.582.546-C
82.671 RLG3-08.478.679-T
86.510 RLG3-09.113.908-A
90.835 RLG3-09.600.888-G
96.816 RLG3-10.106.439-C
100.619 RLG3-10.167.665-G
100.622 RLG3-09.993.118-C
103.914 RLG3-14.454.145-A
106.101 RLG3-10.341.448-T
111.163 RLG3-13.737.905-A
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PJ/RLG3-2
3.901 RLG3-06.586.339-C
7.694 RLG3-07.065.993-C
7.700 RLG3-07.172.411-A
12.833 RLG3-08.021.567-A (*)
15.333 RLG3-08.482.994-T
17.140 RLG3-08.572.081-A
23.035 RLG3-08.592.984-C
26.848 RLG3-07.413.225-T
31.980 RLG3-08.953.928-A
38.282 RLG3-07.175.216-G
39.786 RLG3-07.172.367-T
41.713 RLG3-14.607.324-C
43.520 RLG3-12.620.607-T (*)
46.316 RLG3-13.697.206-A
64.583 RLG3-18.425.071-G
73.384 RLG3-23.637.618-A
92.797 RLG3-33.220.513-G
PJ/RLG3-3
9.475 RLG3-07.410.868-A
9.502 RLG3-07.410.852-T
13.668 RLG3-10.935.871-G
13.677 RLG3-10.935.416-C
23.592 RLG3-11.918.562-C
35.579 RLG3-20.789.833-A
40.702 RLG3-15.206.720-T
40.754 RLG3-15.206.679-T (*)
44.553 RLG3-21.914.579-T
47.266 RLG3-23.299.692-G
62.383 RLG3-30.195.006-C
67.936 RLG3-29.552.899-C
PJ/RLG3-4
4.022 RLG3-07.172.270-A
5.261 RLG3-07.172.301-G
6.838 RLG3-11.591.034-A
11.617 RLG3-19.868.930-C
14.117 RLG3-19.507.203-G
14.693 RLG3-20.840.384-G
15.344 RLG3-14.855.483-C (*)
17.845 RLG3-15.637.081-G
19.080 RLG3-14.110.732-G
19.122 RLG3-14.019.071-G
21.594 RLG3-12.793.198-T
25.039 RLG3-23.272.257-C
26.647 RLG3-23.330.879-C
29.173 RLG3-23.645.996-A
31.712 RLG3-23.646.026-C
42.634 RLG3-29.963.301-G
42.643 RLG3-30.288.463-G
49.166 RLG3-29.410.853-A
52.563 RLG3-31.653.997-G
54.281 RLG3-33.127.504-A
55.685 RLG3-32.696.522-A
PJ/RLG3-5
0.576 RLG3-07.364.039-A
1.238 RLG3-07.410.884-C
5.039 RLG3-10.935.341-G (*)
6.276 RLG3-10.654.096-C
8.790 RLG3-09.993.156-G
11.364 RLG3-14.607.338-C
13.839 RLG3-13.735.628-T
15.086 RLG3-13.697.192-C
18.899 RLG3-20.828.889-A (*)
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PJ/RLG4-1
2.549 RLG4-08.524.234-A
5.380 RLG4-08.958.837-C
13.639 RLG4-10.176.442-G
22.568 RLG4-10.704.808-T
23.802 RLG4-10.677.897-C (*)
26.306 RLG4-10.804.525-T
27.544 RLG4-10.808.833-C (*)
43.163 RLG4-20.604.783-C
52.523 RLG4-19.839.311-C
64.316 RLG4-19.429.690-G
67.014 RLG4-19.094.862-G
72.557 RLG4-18.760.842-G (*)
75.057 RLG4-24.088.755-G
76.304 RLG4-24.061.594-T
78.143 RLG4-24.505.185-T
80.050 RLG4-24.441.980-T
80.568 RLG4-24.442.129-G
81.284 RLG4-19.238.291-G (*)
82.522 RLG4-21.747.593-C
83.759 RLG4-21.723.424-G
84.385 RLG4-22.194.501-C
84.986 RLG4-21.781.261-A
86.221 RLG4-21.747.578-C
86.844 RLG4-21.747.617-G
87.448 RLG4-17.204.802-T
88.686 RLG4-17.255.375-G
89.386 RLG4-21.775.205-C
89.922 RLG4-22.344.229-T
92.423 RLG4-20.366.491-C
93.657 RLG4-22.458.060-G
94.895 RLG4-20.042.889-A
96.264 RLG4-20.366.497-C
96.283 RLG4-22.479.157-T
99.990 RLG4-20.366.552-A
103.723 RLG4-22.279.529-C (*)
PJ/RLG4-2
17.185 RLG4-06.004.280-C
19.901 RLG4-06.910.996-A (*)
21.135 RLG4-07.694.002-G
21.407 RLG4-07.857.484-T
21.676 RLG4-07.857.479-C
22.044 RLG4-07.857.515-G
22.359 RLG4-07.971.070-A
24.859 RLG4-08.414.816-C
28.655 RLG4-08.821.207-G
28.658 RLG4-08.823.377-G
29.893 RLG4-08.823.361-C
31.128 RLG4-09.264.600-A (*)
37.637 RLG4-10.391.587-C
42.457 RLG4-10.542.969-A
44.020 RLG4-10.901.686-A (*)
46.527 RLG4-13.616.585-C
49.034 RLG4-13.197.992-T
52.834 RLG4-13.272.221-T
52.974 RLG4-14.376.435-C
54.617 RLG4-13.030.158-T
56.575 RLG4-14.775.022-C
64.494 RLG4-17.731.250-G
69.931 RLG4-18.687.401-C
95.615 RLG4-17.920.874-A
PJ/RLG4-3
1.238 RLG4-08.996.964-G
5.414 RLG4-10.808.839-A
7.604 RLG4-12.541.809-G
10.118 RLG4-22.621.842-G
12.618 RLG4-13.357.264-A (*)
13.865 RLG4-15.381.302-G
19.025 RLG4-13.763.078-A
21.538 RLG4-24.990.592-T
22.773 RLG4-24.990.571-T
24.008 RLG4-15.573.473-G
26.508 RLG4-20.632.242-A (*)
43.749 RLG4-21.758.242-T
45.087 RLG4-21.723.517-G
50.301 RLG4-18.694.140-T
57.078 RLG4-20.898.482-C
71.503 RLG4-20.901.023-A
75.868 RLG4-20.901.010-G
PJ/RLG4-4
10.273 RLG4-10.704.779-C
17.257 RLG4-18.183.691-G
26.880 RLG4-19.094.870-G
32.063 RLG4-20.898.499-A
42.962 RLG4-24.045.710-G
48.115 RLG4-24.573.424-G
49.757 RLG4-17.204.790-C
53.157 RLG4-17.523.264-G
55.657 RLG4-22.479.181-A
56.892 RLG4-22.344.261-T
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PJ/RLG5-1
5.676 RLG5-00.873.090-A
15.003 RLG5-04.158.687-G
27.685 RLG5-09.878.233-T
29.246 RLG5-11.214.634-G
43.148 RLG5-12.600.884-G
52.168 RLG5-11.199.660-G
56.165 RLG5-15.296.777-G
61.702 RLG5-10.761.378-A
64.215 RLG5-07.880.238-G
64.221 RLG5-13.324.740-A
66.715 RLG5-07.967.026-T
67.950 RLG5-15.932.482-A (*)
70.450 RLG5-16.035.060-C (*)
71.685 RLG5-18.968.797-T
72.920 RLG5-18.901.616-A
74.154 RLG5-16.447.614-G (*)
75.389 RLG5-16.017.513-C
77.031 RLG5-15.691.772-G
80.236 RLG5-15.822.292-A
80.400 RLG5-17.812.028-T
88.829 RLG5-07.934.565-G
109.531 RLG5-22.452.544-G
122.008 RLG5-23.123.246-A
129.351 RLG5-22.437.773-G
129.408 RLG5-22.600.847-G
133.695 RLG5-23.455.827-A (*)
134.929 RLG5-23.174.736-G (*)
136.170 RLG5-12.337.533-A
138.683 RLG5-12.337.547-T
143.823 RLG5-21.138.256-G (*)
145.057 RLG5-21.140.394-G
147.558 RLG5-22.056.452-A
150.843 RLG5-20.827.533-A
150.956 RLG5-23.122.789-T
152.586 RLG5-23.385.625-G (*)
153.188 RLG5-23.426.518-G
153.813 RLG5-24.062.440-C
154.138 RLG5-23.610.101-C
154.696 RLG5-23.610.052-C
155.038 RLG5-24.048.472-C (*)
157.539 RLG5-24.283.320-C (*)
158.561 RLG5-24.338.864-G
160.009 RLG5-24.161.497-A
161.244 RLG5-24.681.541-G
161.851 RLG5-24.580.846-T
162.471 RLG5-24.804.330-A (*)
164.958 RLG5-24.971.750-G
164.970 RLG5-25.007.180-T
170.110 RLG5-26.976.993-A
172.604 RLG5-26.905.331-A
172.616 RLG5-26.475.079-A
173.851 RLG5-26.771.677-T
175.085 RLG5-26.906.229-T
179.808 RLG5-26.262.336-T
179.823 RLG5-26.262.361-T
184.009 RLG5-26.356.708-C (*)
185.243 RLG5-26.356.752-A (*)
186.169 RLG5-26.349.815-G
186.472 RLG5-26.038.911-A
187.707 RLG5-28.331.980-G (*)
188.231 RLG5-28.429.521-C
188.934 RLG5-28.364.617-A
190.804 RLG5-28.438.210-A
192.661 RLG5-25.676.954-G
192.725 RLG5-28.429.599-C
192.740 RLG5-25.657.698-A
195.158 RLG5-28.610.007-C
196.392 RLG5-28.668.382-G
197.627 RLG5-27.350.494-T (*)
198.865 RLG5-27.350.527-A
200.109 RLG5-27.313.849-C
202.619 RLG5-27.343.147-G
205.097 RLG5-27.685.152-T
205.121 RLG5-27.632.393-A
206.356 RLG5-27.869.793-C
210.768 RLG5-29.145.707-T
215.302 RLG5-27.861.916-A
216.634 RLG5-27.720.677-C
234.099 RLG5-27.720.692-C
PJ/RLG5-2
18.136 RLG5-00.177.153-G
24.334 RLG5-01.376.583-A
25.568 RLG5-00.755.058-C
27.000 RLG5-01.372.597-T
35.313 RLG5-03.936.230-T
37.180 RLG5-02.074.209-A
55.013 RLG5-10.270.608-T (*)
56.251 RLG5-07.036.339-G
60.054 RLG5-05.724.771-C
60.992 RLG5-03.216.084-A
62.525 RLG5-07.880.270-T
63.759 RLG5-18.398.734-G
64.997 RLG5-07.934.572-A
68.816 RLG5-16.696.313-A
71.333 RLG5-15.926.522-A (*)
71.446 RLG5-19.119.535-T
75.130 RLG5-15.402.938-T
77.630 RLG5-17.660.142-A (*)
82.763 RLG5-21.122.566-C
83.998 RLG5-21.465.241-C
90.500 RLG5-22.626.153-T (*)
91.368 RLG5-23.569.609-C
92.390 RLG5-23.569.639-T
94.229 RLG5-23.770.164-A
95.463 RLG5-23.722.238-A
98.282 RLG5-24.580.857-T
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PJ/RLG5-3
3.977 RLG5-00.211.848-C
4.066 RLG5-01.372.534-C (*)
6.566 RLG5-02.649.284-G
10.369 RLG5-02.145.966-T
11.044 RLG5-02.126.290-A
11.605 RLG5-02.228.628-T
12.840 RLG5-06.070.320-A
12.855 RLG5-06.056.270-C
15.340 RLG5-02.283.147-C
17.254 RLG5-02.148.899-T
17.260 RLG5-02.296.782-G
19.067 RLG5-05.897.024-T
19.631 RLG5-04.132.131-C
20.297 RLG5-03.866.235-C
21.538 RLG5-04.046.461-T
22.775 RLG5-03.860.493-G (*)
25.289 RLG5-03.439.630-G
29.101 RLG5-02.551.830-A (*)
29.107 RLG5-05.157.117-T
31.807 RLG5-05.678.189-G
PJ/RLG5-4
3.803 RLG5-26.492.788-T
5.040 RLG5-26.667.395-A (*)
6.275 RLG5-26.038.949-T
7.510 RLG5-25.996.360-C
10.010 RLG5-28.332.200-C (*)
11.245 RLG5-28.458.727-C
11.257 RLG5-27.320.841-A
13.703 RLG5-28.393.248-A
13.727 RLG5-28.438.271-A
13.743 RLG5-28.671.925-A (*)
14.977 RLG5-28.743.276-C (*)
16.212 RLG5-27.358.780-T
18.063 RLG5-27.324.666-G
19.942 RLG5-25.792.902-C
23.745 RLG5-27.444.651-C
23.769 RLG5-27.413.722-A
26.244 RLG5-27.711.662-A (*)
27.479 RLG5-27.724.702-A (*)
PJ/RLG6-1
3.783 RLG6-03.006.257-G
5.438 RLG6-03.272.706-G
9.277 RLG6-03.668.036-A
13.103 RLG6-04.068.988-G
13.145 RLG6-04.223.045-T
16.912 RLG6-05.706.809-C
21.567 RLG6-06.512.907-T
24.567 RLG6-08.070.956-C
27.570 RLG6-12.776.492-A
32.235 RLG6-23.628.022-A
36.035 RLG6-16.185.432-T (*)
41.167 RLG6-12.225.822-A (*)
46.313 RLG6-13.708.521-T
47.561 RLG6-13.535.745-A
50.090 RLG6-10.913.973-G
50.130 RLG6-09.514.218-G
65.453 RLG6-15.859.176-G
81.646 RLG6-14.081.220-G
84.854 RLG6-14.195.299-C
94.218 RLG6-18.738.507-C
94.236 RLG6-13.882.313-G (*)
95.474 RLG6-10.262.073-C
100.620 RLG6-20.259.007-G
108.350 RLG6-25.269.912-C
108.521 RLG6-22.218.723-G (*)
127.589 RLG6-33.070.525-G
PJ/RLG6-2
1.234 RLG6-23.117.399-G (*)
1.950 RLG6-25.855.158-C
2.465 RLG6-12.982.885-A
6.267 RLG6-29.058.703-C (*)
10.067 RLG6-29.058.720-G (*)
12.535 RLG6-28.321.463-A
12.566 RLG6-28.241.285-C
15.044 RLG6-27.271.079-G
15.065 RLG6-27.032.101-G (*)
15.068 RLG6-27.254.320-G
16.935 RLG6-29.763.865-A
16.944 RLG6-29.713.415-C
18.792 RLG6-29.789.361-C (*)
19.381 RLG6-29.763.876-G
20.019 RLG6-29.688.966-C
22.289 RLG6-29.369.291-G
24.505 RLG6-30.170.913-A
27.502 RLG6-27.616.142-G
27.523 RLG6-27.616.138-T
27.560 RLG6-29.250.974-A
28.801 RLG6-27.698.376-T
32.606 RLG6-32.818.804-A (*)
33.841 RLG6-32.148.190-T (*)
35.076 RLG6-36.215.821-T
36.310 RLG6-35.636.248-C (*)
37.545 RLG6-35.440.609-C (*)
38.783 RLG6-35.423.204-C
40.020 RLG6-36.145.596-T (*)
41.255 RLG6-34.965.958-G (*)
42.781 RLG6-38.054.782-A
45.966 RLG6-38.656.056-G
47.523 RLG6-38.136.626-T (*)
48.758 RLG6-38.499.597-G (*)
49.993 RLG6-38.311.365-A (*)
51.227 RLG6-34.618.875-G (*)
51.906 RLG6-38.299.677-A
52.454 RLG6-34.935.874-T
52.476 RLG6-38.965.031-G
54.954 RLG6-35.268.091-A
55.527 RLG6-36.145.572-T
56.181 RLG6-36.072.070-T (*)
57.415 RLG6-33.470.061-C (*)
57.434 RLG6-33.728.972-C
57.446 RLG6-32.214.252-C
57.464 RLG6-33.469.339-G
59.914 RLG6-35.866.027-C
59.920 RLG6-33.731.152-A
66.436 RLG6-35.275.252-C
78.276 RLG6-38.108.593-C
79.658 RLG6-38.044.414-T
81.234 RLG6-37.892.042-C
83.863 RLG6-37.782.060-T
83.876 RLG6-37.782.106-A
90.025 RLG6-37.592.868-C
91.363 RLG6-37.635.853-G
92.720 RLG6-37.232.945-C (*)
93.954 RLG6-37.123.163-T
95.189 RLG6-39.565.218-G (*)
96.424 RLG6-39.655.551-A (*)
97.658 RLG6-39.901.104-G
100.159 RLG6-37.118.330-A (*)
101.394 RLG6-37.459.530-G (*)
104.135 RLG6-37.349.431-G
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PJ/RLG6-3a
2.507 RLG6-03.647.797-G (*)
5.007 RLG6-04.759.678-C
6.242 RLG6-04.759.781-G
10.851 RLG6-08.070.972-A
13.854 RLG6-17.093.434-C
15.088 RLG6-16.145.347-G (*)
16.323 RLG6-09.189.322-C (*)
22.843 RLG6-12.000.422-G
32.005 RLG6-15.969.149-G
33.695 RLG6-09.514.187-A
40.957 RLG6-17.330.548-T
45.295 RLG6-11.251.895-C (*)
52.957 RLG6-29.052.717-T
54.430 RLG6-13.479.103-C
54.515 RLG6-13.268.001-T
58.545 RLG6-20.217.844-G
75.911 RLG6-01.654.652-C
92.379 RLG6-18.828.059-T
97.134 RLG6-22.648.883-G (*)
102.270 RLG6-25.789.309-C
103.680 RLG6-24.916.085-A
112.909 RLG6-29.894.479-A
121.881 RLG6-35.423.309-C
123.552 RLG6-35.268.033-C
124.918 RLG6-33.602.928-A
PJ/RLG6-4
6.510 RLG6-01.448.712-C
11.649 RLG6-02.520.057-C
14.153 RLG6-03.092.231-C
15.390 RLG6-02.705.741-T (*)
17.283 RLG6-05.351.136-A
19.118 RLG6-04.526.976-C (*)
21.570 RLG6-04.455.226-T
21.616 RLG6-06.025.887-C
24.100 RLG6-04.855.343-T
24.122 RLG6-06.285.795-C
24.729 RLG6-05.022.297-T
25.349 RLG6-06.387.252-A
26.590 RLG6-06.582.165-C
27.830 RLG6-06.745.263-T
29.065 RLG6-07.133.609-A (*)
35.571 RLG6-06.552.365-G
36.809 RLG6-06.552.323-T (*)
PJ/RLG6-3b
5.758 RLG6-24.602.871-G
8.310 RLG6-25.791.630-A (*)
9.545 RLG6-24.955.292-G (*)
11.011 RLG6-25.746.334-C
17.257 RLG6-28.962.684-A
21.060 RLG6-26.943.285-C
23.567 RLG6-29.519.326-C
24.805 RLG6-27.239.449-C (*)
26.039 RLG6-28.443.694-G
29.845 RLG6-12.982.888-T
32.351 RLG6-29.689.006-C
37.128 RLG6-29.211.757-T
38.701 RLG6-30.595.764-C
39.939 RLG6-27.616.107-G
41.180 RLG6-31.173.528-C
42.415 RLG6-33.302.049-C
44.925 RLG6-33.111.555-G
46.175 RLG6-33.371.886-A
48.679 RLG6-32.486.994-A
49.913 RLG6-32.206.047-A
52.401 RLG6-33.728.941-C
52.413 RLG6-35.274.330-T
54.917 RLG6-34.486.217-G
56.155 RLG6-38.659.508-T (*)
57.389 RLG6-35.267.974-T (*)
58.624 RLG6-35.318.186-G
58.642 RLG6-35.262.475-A
61.124 RLG6-35.144.100-T
63.624 RLG6-33.515.633-C
66.125 RLG6-35.144.032-T (*)
76.978 RLG6-37.328.272-T
77.002 RLG6-37.592.853-C
79.477 RLG6-37.820.362-C
84.623 RLG6-37.123.173-G
92.987 RLG6-39.949.873-T
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PJ/RLG6-5
7.396 RLG6-01.765.780-A
10.822 RLG6-01.779.932-C
14.238 RLG6-01.416.851-G
15.890 RLG6-01.779.828-A
18.403 RLG6-01.254.357-G
20.929 RLG6-01.935.943-C
22.752 RLG6-02.816.302-A
28.400 RLG6-04.025.924-G
30.712 RLG6-03.729.120-T
32.512 RLG6-05.706.796-C
34.199 RLG6-10.045.662-T
PJ/RLG6-6
5.380 RLG6-01.254.357-G
7.938 RLG6-01.935.943-C
12.660 RLG6-01.416.851-G
15.715 RLG6-01.779.932-C
18.219 RLG6-01.779.828-A
19.460 RLG6-01.765.780-A
23.802 RLG6-02.816.302-A
28.210 RLG6-04.025.924-G
30.467 RLG6-03.729.120-T
32.296 RLG6-05.706.796-C
33.983 RLG6-10.045.662-T
PJ/RLG7-1
21.133 RLG7-01.967.577-T
55.553 RLG7-02.907.627-C
58.282 RLG7-02.990.796-T
62.081 RLG7-03.084.276-G
63.316 RLG7-03.157.440-C
68.152 RLG7-04.682.194-G
68.738 RLG7-04.466.692-T
73.537 RLG7-03.778.728-T (*)
77.336 RLG7-05.614.753-T (*)
80.707 RLG7-05.299.018-C
82.359 RLG7-05.264.085-A
84.859 RLG7-05.903.365-G
86.094 RLG7-06.802.691-A (*)
87.328 RLG7-06.196.141-C
88.563 RLG7-06.701.756-A
91.923 RLG7-06.020.061-G
93.579 RLG7-05.783.359-C
99.549 RLG7-07.814.031-A
116.051 RLG7-10.158.176-G (*)
118.551 RLG7-09.777.468-C
123.684 RLG7-09.745.898-C
124.919 RLG7-10.465.771-T
127.426 RLG7-11.841.672-T
128.660 RLG7-10.441.558-A
129.901 RLG7-11.132.942-T (*)
131.582 RLG7-10.476.209-T
140.452 RLG7-14.077.905-T (*)
148.367 RLG7-14.542.380-G
149.689 RLG7-14.509.823-A
150.986 RLG7-14.509.760-T
PJ/RLG7-2
1.545 RLG7-02.403.282-G
4.045 RLG7-02.403.330-C
5.280 RLG7-02.289.349-T
5.341 RLG7-02.391.683-C
9.081 RLG7-00.831.523-A
10.372 RLG7-00.488.196-C
11.576 RLG7-00.642.422-A (*)
12.810 RLG7-00.412.629-T (*)
14.437 RLG7-00.613.888-C
17.696 RLG7-01.811.517-C
19.336 RLG7-00.862.567-G
22.081 RLG7-02.033.159-C
46.145 RLG7-08.040.868-G
49.944 RLG7-07.836.921-A (*)
53.760 RLG7-07.828.879-A
57.124 RLG7-07.828.926-T
58.801 RLG7-07.828.904-C
64.242 RLG7-07.739.074-T
90.686 RLG7-09.669.686-C
91.930 RLG7-09.709.989-A
97.688 RLG7-11.960.025-C
109.865 RLG7-11.251.089-C
119.524 RLG7-14.555.177-A
121.007 RLG7-14.526.560-C
122.395 RLG7-14.526.561-T
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PJ/RLG7-3
1.238 RLG7-08.612.821-T
2.476 RLG7-07.285.012-A
3.710 RLG7-07.711.880-C (*)
4.945 RLG7-07.465.097-T
6.198 RLG7-07.739.470-C
25.334 RLG7-09.861.813-T
30.514 RLG7-11.841.614-T
34.398 RLG7-11.884.613-G
36.941 RLG7-11.132.980-C
39.711 RLG7-13.884.537-G
PJ/RLG7-4
2.472 RLG7-01.967.603-G
2.496 RLG7-02.001.750-G
2.499 RLG7-02.035.645-C (*)
5.000 RLG7-01.556.780-C (*)
6.234 RLG7-01.405.136-T (*)
7.469 RLG7-01.405.133-C
8.704 RLG7-00.282.598-T (*)
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Appendix	  B	   	  This	  appendix	  contains	  the	  linkage	  map	  data	  for	  ‘Chester’	  and	  ‘Prime-­‐Jim’	  corresponding	  to	  the	  maps	  given	  in	  Appendix	  A.	  	  This	  appendix	  is	  essentially	  a	  raw	  data	  dump	  of	  the	  files	  used	  to	  generate	  the	  maps	  in	  Appendix	  A.	  	  The	  purpose	  for	  their	  inclusion	  here	  is	  to	  provide	  a	  listing	  of	  all	  markers	  mapped	  per	  linkage	  map.	  	  In	  the	  maps	  that	  preceded	  this	  section,	  loci	  with	  multiple	  markers	  aligned	  to	  the	  same	  position	  were	  marked	  by	  an	  asterisk.	  	  That	  served	  to	  indicate	  the	  presence	  of	  one	  or	  more	  marker	  at	  that	  locus	  than	  rendered.	  	  Those	  omitted	  marker	  names	  may	  be	  found	  in	  these	  tables.	  	  The	  header	  provides	  the	  linkage	  group	  name	  following	  the	  conventions	  established	  in	  the	  text	  and	  Appendix	  A:	  i.e.	  “Ch”	  =	  ‘Chester’,	  “PJ”	  =	  ‘Prime-­‐Jim’,	  etc.	  	  In	  the	  data,	  the	  first	  column	  contains	  the	  marker	  name	  while	  the	  second	  contains	  the	  distance	  in	  map	  units	  (cM)	  from	  the	  start	  of	  the	  linkage	  group.	  	  This	  is	  reversed	  from	  the	  way	  the	  map	  is	  rendered.	  	  The	  third	  column	  contains	  the	  ID	  numbers	  of	  each	  marker	  within	  the	  original	  data	  set	  from	  which	  the	  recombination	  frequencies	  were	  calculated,	  and	  serves	  no	  purpose	  in	  the	  mapping	  process.	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Ch/RLG1-­‐1	   Ch/RLG1-­‐2	  
;	  Mon,	  24	  Mar	  2014,	  19:24:58	  
;	  nloc=32	  
	  
group	  1	  
RLG1-­‐00.685.008-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  	  8	  
RLG1-­‐06.610.213-­‐A	  	  	  	  	  	  19.676	  	  ;	  	  	  57	  
RLG1-­‐07.016.130-­‐A	  	  	  	  	  	  25.346	  	  ;	  	  	  60	  
RLG1-­‐07.016.105-­‐G	  	  	  	  	  	  25.346	  	  ;	  	  	  59	  
RLG1-­‐07.252.427-­‐T	  	  	  	  	  	  26.628	  	  ;	  	  	  61	  
RLG1-­‐05.261.409-­‐C	  	  	  	  	  	  36.389	  	  ;	  	  	  42	  
RLG1-­‐05.913.098-­‐C	  	  	  	  	  	  37.681	  	  ;	  	  	  46	  
RLG1-­‐09.912.589-­‐G	  	  	  	  	  	  38.966	  	  ;	  	  	  78	  
RLG1-­‐06.135.965-­‐C	  	  	  	  	  	  39.201	  	  ;	  	  	  53	  
RLG1-­‐11.882.979-­‐T	  	  	  	  	  	  42.612	  	  ;	  	  100	  
RLG1-­‐11.918.814-­‐A	  	  	  	  	  	  42.891	  	  ;	  	  103	  
RLG1-­‐11.454.558-­‐C	  	  	  	  	  	  42.891	  	  ;	  	  	  98	  
RLG1-­‐10.980.728-­‐C	  	  	  	  	  	  44.173	  	  ;	  	  	  89	  
RLG1-­‐13.154.896-­‐A	  	  	  	  	  	  48.126	  	  ;	  	  113	  
RLG1-­‐13.737.559-­‐A	  	  	  	  	  	  50.731	  	  ;	  	  116	  
RLG1-­‐13.748.157-­‐T	  	  	  	  	  	  52.489	  	  ;	  	  119	  
RLG1-­‐18.854.940-­‐G	  	  	  	  	  	  71.494	  	  ;	  	  196	  
RLG1-­‐18.640.976-­‐T	  	  	  	  	  	  74.480	  	  ;	  	  192	  
RLG1-­‐19.868.710-­‐T	  	  	  	  	  	  75.766	  	  ;	  	  197	  
RLG1-­‐18.640.613-­‐T	  	  	  	  	  	  75.766	  	  ;	  	  190	  
RLG1-­‐20.145.059-­‐G	  	  	  	  	  	  79.736	  	  ;	  	  200	  
RLG1-­‐20.331.454-­‐T	  	  	  	  	  	  81.044	  	  ;	  	  202	  
RLG1-­‐20.331.503-­‐G	  	  	  	  	  	  82.329	  	  ;	  	  204	  
RLG1-­‐20.509.987-­‐G	  	  	  	  	  	  86.278	  	  ;	  	  211	  
RLG1-­‐20.509.945-­‐T	  	  	  	  	  	  86.282	  	  ;	  	  210	  
RLG1-­‐21.137.436-­‐T	  	  	  	  	  	  88.900	  	  ;	  	  223	  
RLG1-­‐20.715.413-­‐A	  	  	  	  	  	  91.524	  	  ;	  	  216	  
RLG1-­‐20.511.058-­‐C	  	  	  	  	  	  94.129	  	  ;	  	  212	  
RLG1-­‐20.719.676-­‐T	  	  	  	  	  	  96.727	  	  ;	  	  217	  
RLG1-­‐21.071.324-­‐T	  	  	  	  	  	  98.009	  	  ;	  	  222	  
RLG1-­‐21.032.049-­‐G	  	  	  	  	  	  98.009	  	  ;	  	  221	  
RLG1-­‐19.889.395-­‐A	  	  	  	  	  100.928	  	  ;	  	  198	  
	  
;	  Mon,	  24	  Mar	  2014,	  20:32:00	  
;	  nloc=51	  
	  
group	  1	  
RLG1-­‐10.118.021-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  79	  
RLG1-­‐10.786.737-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.086	  	  ;	  	  	  82	  
RLG1-­‐10.966.813-­‐T	  	  	  	  	  	  	  9.829	  	  ;	  	  	  88	  
RLG1-­‐11.201.540-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.829	  	  ;	  	  	  96	  
RLG1-­‐11.045.353-­‐C	  	  	  	  	  	  11.111	  	  ;	  	  	  92	  
RLG1-­‐10.986.614-­‐C	  	  	  	  	  	  12.400	  	  ;	  	  	  90	  
RLG1-­‐13.318.658-­‐A	  	  	  	  	  	  19.174	  	  ;	  	  115	  
RLG1-­‐13.154.851-­‐A	  	  	  	  	  	  19.177	  	  ;	  	  112	  
RLG1-­‐13.744.289-­‐G	  	  	  	  	  	  23.123	  	  ;	  	  118	  
RLG1-­‐14.587.891-­‐G	  	  	  	  	  	  28.465	  	  ;	  	  134	  
RLG1-­‐14.443.415-­‐C	  	  	  	  	  	  31.066	  	  ;	  	  131	  
RLG1-­‐14.443.422-­‐T	  	  	  	  	  	  32.348	  	  ;	  	  132	  
RLG1-­‐14.875.205-­‐A	  	  	  	  	  	  33.796	  	  ;	  	  136	  
RLG1-­‐14.360.320-­‐T	  	  	  	  	  	  34.916	  	  ;	  	  126	  
RLG1-­‐14.360.294-­‐T	  	  	  	  	  	  36.205	  	  ;	  	  125	  
RLG1-­‐14.662.424-­‐T	  	  	  	  	  	  38.770	  	  ;	  	  135	  
RLG1-­‐14.546.980-­‐C	  	  	  	  	  	  38.805	  	  ;	  	  133	  
RLG1-­‐14.441.239-­‐T	  	  	  	  	  	  38.805	  	  ;	  	  127	  
RLG1-­‐14.356.583-­‐C	  	  	  	  	  	  40.096	  	  ;	  	  124	  
RLG1-­‐14.441.251-­‐T	  	  	  	  	  	  43.123	  	  ;	  	  128	  
RLG1-­‐15.215.306-­‐A	  	  	  	  	  	  47.689	  	  ;	  	  146	  
RLG1-­‐15.244.913-­‐C	  	  	  	  	  	  47.705	  	  ;	  	  148	  
RLG1-­‐15.153.920-­‐A	  	  	  	  	  	  49.287	  	  ;	  	  144	  
RLG1-­‐16.179.512-­‐A	  	  	  	  	  	  50.572	  	  ;	  	  178	  
RLG1-­‐16.057.193-­‐G	  	  	  	  	  	  50.572	  	  ;	  	  177	  
RLG1-­‐15.498.175-­‐T	  	  	  	  	  	  50.712	  	  ;	  	  162	  
RLG1-­‐15.153.925-­‐A	  	  	  	  	  	  52.404	  	  ;	  	  145	  
RLG1-­‐15.095.760-­‐T	  	  	  	  	  	  54.449	  	  ;	  	  142	  
RLG1-­‐15.090.308-­‐G	  	  	  	  	  	  55.734	  	  ;	  	  141	  
RLG1-­‐15.346.827-­‐G	  	  	  	  	  	  55.734	  	  ;	  	  151	  
RLG1-­‐15.047.821-­‐C	  	  	  	  	  	  55.734	  	  ;	  	  137	  
RLG1-­‐15.153.869-­‐T	  	  	  	  	  	  55.734	  	  ;	  	  143	  
RLG1-­‐15.450.151-­‐A	  	  	  	  	  	  57.020	  	  ;	  	  158	  
RLG1-­‐15.403.322-­‐T	  	  	  	  	  	  58.305	  	  ;	  	  155	  
RLG1-­‐15.730.181-­‐A	  	  	  	  	  	  58.305	  	  ;	  	  172	  
RLG1-­‐15.244.623-­‐T	  	  	  	  	  	  58.305	  	  ;	  	  147	  
RLG1-­‐15.498.234-­‐A	  	  	  	  	  	  58.305	  	  ;	  	  164	  
RLG1-­‐15.421.993-­‐T	  	  	  	  	  	  58.305	  	  ;	  	  157	  
RLG1-­‐15.684.492-­‐T	  	  	  	  	  	  59.061	  	  ;	  	  171	  
RLG1-­‐15.498.250-­‐G	  	  	  	  	  	  59.579	  	  ;	  	  165	  
RLG1-­‐15.291.179-­‐G	  	  	  	  	  	  59.579	  	  ;	  	  150	  
RLG1-­‐15.056.083-­‐C	  	  	  	  	  	  59.579	  	  ;	  	  139	  
RLG1-­‐15.060.164-­‐A	  	  	  	  	  	  59.579	  	  ;	  	  140	  
RLG1-­‐15.831.483-­‐T	  	  	  	  	  	  59.579	  	  ;	  	  175	  
RLG1-­‐15.835.001-­‐G	  	  	  	  	  	  62.177	  	  ;	  	  176	  
RLG1-­‐15.383.520-­‐C	  	  	  	  	  	  63.459	  	  ;	  	  154	  
RLG1-­‐15.383.169-­‐A	  	  	  	  	  	  63.459	  	  ;	  	  152	  
RLG1-­‐14.224.171-­‐T	  	  	  	  	  	  66.064	  	  ;	  	  121	  
RLG1-­‐14.224.201-­‐A	  	  	  	  	  	  67.352	  	  ;	  	  122	  
RLG1-­‐14.224.236-­‐T	  	  	  	  	  	  67.352	  	  ;	  	  123	  
RLG1-­‐15.829.507-­‐A	  	  	  	  	  	  77.105	  	  ;	  	  174	  	  	   	  
	  175	  
Ch/RLG1-­‐3	   Ch/RLG1-­‐4	  
;	  Mon,	  24	  Mar	  2014,	  20:42:43	  
;	  nloc=22	  
	  
group	  2	  
RLG1-­‐01.551.966-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  12	  
RLG1-­‐01.551.973-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  13	  
RLG1-­‐01.793.025-­‐A	  	  	  	  	  	  	  1.295	  	  ;	  	  	  14	  
RLG1-­‐03.261.658-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.906	  	  ;	  	  	  37	  
RLG1-­‐00.999.471-­‐T	  	  	  	  	  	  	  5.189	  	  ;	  	  	  	  9	  
RLG1-­‐01.547.008-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.787	  	  ;	  	  	  11	  
RLG1-­‐06.135.955-­‐T	  	  	  	  	  	  20.193	  	  ;	  	  	  52	  
RLG1-­‐06.135.953-­‐C	  	  	  	  	  	  20.193	  	  ;	  	  	  51	  
RLG1-­‐06.135.941-­‐T	  	  	  	  	  	  21.713	  	  ;	  	  	  50	  
RLG1-­‐06.020.326-­‐A	  	  	  	  	  	  21.719	  	  ;	  	  	  49	  
RLG1-­‐10.852.975-­‐G	  	  	  	  	  	  30.918	  	  ;	  	  	  83	  
RLG1-­‐11.044.734-­‐A	  	  	  	  	  	  34.888	  	  ;	  	  	  91	  
RLG1-­‐10.966.763-­‐G	  	  	  	  	  	  35.570	  	  ;	  	  	  86	  
RLG1-­‐11.045.372-­‐A	  	  	  	  	  	  36.162	  	  ;	  	  	  94	  
RLG1-­‐11.229.028-­‐C	  	  	  	  	  	  38.065	  	  ;	  	  	  97	  
RLG1-­‐11.902.015-­‐T	  	  	  	  	  	  40.033	  	  ;	  	  101	  
RLG1-­‐12.570.796-­‐C	  	  	  	  	  	  43.404	  	  ;	  	  107	  
RLG1-­‐12.616.760-­‐G	  	  	  	  	  	  43.553	  	  ;	  	  108	  
RLG1-­‐12.798.008-­‐A	  	  	  	  	  	  45.239	  	  ;	  	  109	  
RLG1-­‐13.744.257-­‐C	  	  	  	  	  	  47.840	  	  ;	  	  117	  
RLG1-­‐13.748.219-­‐G	  	  	  	  	  	  47.869	  	  ;	  	  120	  
RLG1-­‐13.318.624-­‐C	  	  	  	  	  	  50.664	  	  ;	  	  114	  
;	  Mon,	  24	  Mar	  2014,	  20:45:34	  
;	  nloc=10	  
	  
group	  2	  
RLG1-­‐06.861.388-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  58	  
RLG1-­‐02.090.373-­‐G	  	  	  	  	  	  23.445	  	  ;	  	  	  25	  
RLG1-­‐04.780.270-­‐G	  	  	  	  	  	  24.909	  	  ;	  	  	  41	  
RLG1-­‐01.867.371-­‐T	  	  	  	  	  	  26.370	  	  ;	  	  	  16	  
RLG1-­‐02.084.885-­‐T	  	  	  	  	  	  28.971	  	  ;	  	  	  23	  
RLG1-­‐04.544.382-­‐A	  	  	  	  	  	  28.971	  	  ;	  	  	  39	  
RLG1-­‐02.086.467-­‐G	  	  	  	  	  	  30.253	  	  ;	  	  	  24	  
RLG1-­‐01.440.555-­‐G	  	  	  	  	  	  30.253	  	  ;	  	  	  10	  
RLG1-­‐08.647.227-­‐T	  	  	  	  	  	  34.501	  	  ;	  	  	  72	  
RLG1-­‐09.876.608-­‐A	  	  	  	  	  	  39.416	  	  ;	  	  	  77	  
	   	  
	  176	  
Ch/RLG2-­‐1	   	  
;	  Sun,	  23	  Mar	  2014,	  19:55:45	  
;	  ngrp=1,	  nloc=106	  
	  
group	  1	  
RLG2-­‐03.744.937-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  263	  
RLG2-­‐02.618.337-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.785	  	  ;	  	  249	  
RLG2-­‐03.154.697-­‐C	  	  	  	  	  	  	  8.714	  	  ;	  	  261	  
RLG2-­‐02.404.987-­‐G	  	  	  	  	  	  10.712	  	  ;	  	  248	  
RLG2-­‐07.261.132-­‐C	  	  	  	  	  	  12.777	  	  ;	  	  304	  
RLG2-­‐06.745.207-­‐C	  	  	  	  	  	  17.280	  	  ;	  	  290	  
RLG2-­‐08.325.352-­‐G	  	  	  	  	  	  17.280	  	  ;	  	  309	  
RLG2-­‐04.999.585-­‐A	  	  	  	  	  	  17.280	  	  ;	  	  276	  
RLG2-­‐06.395.514-­‐G	  	  	  	  	  	  17.280	  	  ;	  	  285	  
RLG2-­‐06.992.021-­‐G	  	  	  	  	  	  17.869	  	  ;	  	  295	  
RLG2-­‐09.441.336-­‐G	  	  	  	  	  	  18.554	  	  ;	  	  355	  
RLG2-­‐08.971.904-­‐T	  	  	  	  	  	  18.554	  	  ;	  	  341	  
RLG2-­‐08.693.413-­‐C	  	  	  	  	  	  18.554	  	  ;	  	  333	  
RLG2-­‐08.723.431-­‐C	  	  	  	  	  	  18.554	  	  ;	  	  335	  
RLG2-­‐09.572.010-­‐A	  	  	  	  	  	  18.554	  	  ;	  	  357	  
RLG2-­‐08.749.555-­‐T	  	  	  	  	  	  19.836	  	  ;	  	  339	  
RLG2-­‐09.868.007-­‐A	  	  	  	  	  	  19.836	  	  ;	  	  366	  
RLG2-­‐09.890.235-­‐C	  	  	  	  	  	  19.836	  	  ;	  	  367	  
RLG2-­‐09.402.418-­‐C	  	  	  	  	  	  19.836	  	  ;	  	  352	  
RLG2-­‐05.869.749-­‐A	  	  	  	  	  	  22.421	  	  ;	  	  279	  
RLG2-­‐05.158.297-­‐T	  	  	  	  	  	  22.434	  	  ;	  	  277	  
RLG2-­‐11.036.838-­‐G	  	  	  	  	  	  22.745	  	  ;	  	  373	  
RLG2-­‐07.522.028-­‐A	  	  	  	  	  	  29.165	  	  ;	  	  305	  
RLG2-­‐11.589.533-­‐A	  	  	  	  	  	  34.511	  	  ;	  	  383	  
RLG2-­‐11.589.522-­‐G	  	  	  	  	  	  35.793	  	  ;	  	  382	  
RLG2-­‐10.931.186-­‐A	  	  	  	  	  	  35.793	  	  ;	  	  371	  
RLG2-­‐11.056.826-­‐T	  	  	  	  	  	  35.802	  	  ;	  	  376	  
RLG2-­‐11.651.636-­‐C	  	  	  	  	  	  38.390	  	  ;	  	  384	  
RLG2-­‐11.651.643-­‐G	  	  	  	  	  	  39.672	  	  ;	  	  385	  
RLG2-­‐11.785.016-­‐G	  	  	  	  	  	  39.672	  	  ;	  	  386	  
RLG2-­‐09.178.479-­‐C	  	  	  	  	  	  39.672	  	  ;	  	  349	  
RLG2-­‐13.752.321-­‐C	  	  	  	  	  	  42.834	  	  ;	  	  421	  
RLG2-­‐13.050.081-­‐A	  	  	  	  	  	  47.619	  	  ;	  	  419	  
RLG2-­‐12.840.413-­‐T	  	  	  	  	  	  50.217	  	  ;	  	  414	  
RLG2-­‐12.712.125-­‐C	  	  	  	  	  	  50.217	  	  ;	  	  405	  
RLG2-­‐12.709.342-­‐G	  	  	  	  	  	  50.217	  	  ;	  	  403	  
RLG2-­‐12.986.703-­‐A	  	  	  	  	  	  51.499	  	  ;	  	  418	  
RLG2-­‐12.885.735-­‐T	  	  	  	  	  	  51.499	  	  ;	  	  415	  
RLG2-­‐12.708.609-­‐G	  	  	  	  	  	  51.499	  	  ;	  	  401	  
RLG2-­‐12.709.297-­‐A	  	  	  	  	  	  51.499	  	  ;	  	  402	  
RLG2-­‐14.512.773-­‐T	  	  	  	  	  	  56.806	  	  ;	  	  442	  
RLG2-­‐14.512.739-­‐A	  	  	  	  	  	  56.818	  	  ;	  	  441	  
RLG2-­‐14.130.972-­‐C	  	  	  	  	  	  56.834	  	  ;	  	  428	  
RLG2-­‐14.381.305-­‐C	  	  	  	  	  	  56.834	  	  ;	  	  436	  
RLG2-­‐14.351.296-­‐G	  	  	  	  	  	  58.116	  	  ;	  	  435	  
RLG2-­‐13.954.871-­‐T	  	  	  	  	  	  58.154	  	  ;	  	  425	  
RLG2-­‐15.739.974-­‐T	  	  	  	  	  	  63.450	  	  ;	  	  465	  
RLG2-­‐15.165.680-­‐A	  	  	  	  	  	  66.048	  	  ;	  	  457	  
RLG2-­‐14.995.877-­‐A	  	  	  	  	  	  66.048	  	  ;	  	  449	  
RLG2-­‐15.114.307-­‐C	  	  	  	  	  	  67.330	  	  ;	  	  455	  
RLG2-­‐15.383.680-­‐T	  	  	  	  	  	  67.330	  	  ;	  	  464	  
RLG2-­‐16.010.565-­‐C	  	  	  	  	  	  68.613	  	  ;	  	  468	  
RLG2-­‐15.915.524-­‐G	  	  	  	  	  	  68.613	  	  ;	  	  467	  
RLG2-­‐16.010.566-­‐T	  	  	  	  	  	  69.895	  	  ;	  	  469	  
RLG2-­‐16.129.354-­‐T	  	  	  	  	  	  72.493	  	  ;	  	  472	  
RLG2-­‐16.129.368-­‐A	  	  	  	  	  	  73.775	  	  ;	  	  473	  
RLG2-­‐16.239.729-­‐T	  	  	  	  	  	  76.383	  	  ;	  	  479	  
RLG2-­‐16.400.821-­‐G	  	  	  	  	  	  77.675	  	  ;	  	  484	  
RLG2-­‐16.400.692-­‐A	  	  	  	  	  	  77.675	  	  ;	  	  482	  
RLG2-­‐16.525.773-­‐C	  	  	  	  	  	  80.273	  	  ;	  	  491	  
RLG2-­‐16.798.894-­‐G	  	  	  	  	  	  81.555	  	  ;	  	  502	  
RLG2-­‐17.264.055-­‐T	  	  	  	  	  	  82.837	  	  ;	  	  507	  
RLG2-­‐17.786.310-­‐T	  	  	  	  	  	  86.807	  	  ;	  	  525	  
RLG2-­‐17.902.257-­‐A	  	  	  	  	  	  90.784	  	  ;	  	  533	  
RLG2-­‐17.976.605-­‐C	  	  	  	  	  	  92.072	  	  ;	  	  537	  
RLG2-­‐18.567.902-­‐A	  	  	  	  	  	  96.029	  	  ;	  	  551	  
RLG2-­‐18.726.871-­‐C	  	  	  	  	  	  97.317	  	  ;	  	  561	  
RLG2-­‐19.659.889-­‐T	  	  	  	  	  	  99.915	  	  ;	  	  577	  
RLG2-­‐19.659.864-­‐G	  	  	  	  	  	  99.915	  	  ;	  	  576	  
RLG2-­‐19.792.290-­‐G	  	  	  	  	  	  99.915	  	  ;	  	  581	  
RLG2-­‐18.891.104-­‐A	  	  	  	  	  	  99.915	  	  ;	  	  565	  
RLG2-­‐19.253.451-­‐T	  	  	  	  	  101.201	  	  ;	  	  570	  
RLG2-­‐18.140.974-­‐C	  	  	  	  	  103.802	  	  ;	  	  541	  
RLG2-­‐18.757.128-­‐A	  	  	  	  	  105.084	  	  ;	  	  564	  
RLG2-­‐18.616.905-­‐A	  	  	  	  	  105.084	  	  ;	  	  556	  
RLG2-­‐18.752.928-­‐G	  	  	  	  	  105.084	  	  ;	  	  563	  
RLG2-­‐18.310.758-­‐G	  	  	  	  	  108.471	  	  ;	  	  545	  
RLG2-­‐19.659.525-­‐C	  	  	  	  	  116.538	  	  ;	  	  575	  
RLG2-­‐19.001.856-­‐A	  	  	  	  	  126.487	  	  ;	  	  567	  
RLG2-­‐19.888.239-­‐C	  	  	  	  	  128.141	  	  ;	  	  583	  
RLG2-­‐19.998.023-­‐G	  	  	  	  	  131.067	  	  ;	  	  584	  
RLG2-­‐20.418.153-­‐T	  	  	  	  	  135.064	  	  ;	  	  589	  
RLG2-­‐20.911.007-­‐A	  	  	  	  	  137.662	  	  ;	  	  597	  
RLG2-­‐20.955.942-­‐T	  	  	  	  	  137.662	  	  ;	  	  604	  
RLG2-­‐20.939.485-­‐A	  	  	  	  	  137.662	  	  ;	  	  601	  
RLG2-­‐21.035.581-­‐T	  	  	  	  	  138.944	  	  ;	  	  606	  
RLG2-­‐20.855.441-­‐T	  	  	  	  	  138.944	  	  ;	  	  595	  
RLG2-­‐21.108.290-­‐G	  	  	  	  	  138.944	  	  ;	  	  610	  
RLG2-­‐20.955.886-­‐A	  	  	  	  	  138.944	  	  ;	  	  602	  
RLG2-­‐21.108.322-­‐A	  	  	  	  	  139.600	  	  ;	  	  611	  
RLG2-­‐21.155.579-­‐A	  	  	  	  	  140.218	  	  ;	  	  614	  
RLG2-­‐21.170.650-­‐C	  	  	  	  	  141.500	  	  ;	  	  617	  
RLG2-­‐22.399.804-­‐G	  	  	  	  	  144.098	  	  ;	  	  646	  
RLG2-­‐22.373.702-­‐T	  	  	  	  	  144.098	  	  ;	  	  644	  
RLG2-­‐22.467.474-­‐T	  	  	  	  	  145.384	  	  ;	  	  650	  
RLG2-­‐22.269.389-­‐C	  	  	  	  	  147.988	  	  ;	  	  638	  
RLG2-­‐21.162.392-­‐T	  	  	  	  	  149.789	  	  ;	  	  615	  
RLG2-­‐22.562.233-­‐A	  	  	  	  	  152.688	  	  ;	  	  651	  
RLG2-­‐21.640.391-­‐G	  	  	  	  	  154.493	  	  ;	  	  621	  
RLG2-­‐21.769.683-­‐C	  	  	  	  	  154.493	  	  ;	  	  623	  
RLG2-­‐22.063.010-­‐G	  	  	  	  	  155.190	  	  ;	  	  630	  
RLG2-­‐22.214.097-­‐C	  	  	  	  	  155.773	  	  ;	  	  636	  
RLG2-­‐22.064.557-­‐T	  	  	  	  	  155.773	  	  ;	  	  632	  
RLG2-­‐22.074.977-­‐A	  	  	  	  	  155.773	  	  ;	  	  633	  
RLG2-­‐22.147.459-­‐C	  	  	  	  	  157.101	  	  ;	  	  634	  
RLG2-­‐22.148.888-­‐G	  	  	  	  	  158.941	  	  ;	  	  635	  	   	  
	  177	  
Ch/RLG2-­‐2	   	  
;	  Sun,	  23	  Mar	  2014,	  18:45:44	  
;	  ngrp=1,	  nloc=52	  
	  
group	  2	  
RLG2-­‐00.822.769-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  240	  
RLG2-­‐00.205.762-­‐C	  	  	  	  	  	  	  4.324	  	  ;	  	  226	  
RLG2-­‐01.198.097-­‐A	  	  	  	  	  	  	  8.311	  	  ;	  	  241	  
RLG2-­‐00.474.039-­‐G	  	  	  	  	  	  10.936	  	  ;	  	  230	  
RLG2-­‐00.506.303-­‐C	  	  	  	  	  	  12.488	  	  ;	  	  232	  
RLG2-­‐04.649.412-­‐T	  	  	  	  	  	  28.428	  	  ;	  	  273	  
RLG2-­‐03.273.982-­‐C	  	  	  	  	  	  34.155	  	  ;	  	  262	  
RLG2-­‐11.985.260-­‐G	  	  	  	  	  	  38.256	  	  ;	  	  397	  
RLG2-­‐04.637.615-­‐G	  	  	  	  	  	  39.560	  	  ;	  	  269	  
RLG2-­‐06.724.390-­‐A	  	  	  	  	  	  40.846	  	  ;	  	  287	  
RLG2-­‐06.991.191-­‐C	  	  	  	  	  	  44.196	  	  ;	  	  294	  
RLG2-­‐09.237.694-­‐A	  	  	  	  	  	  47.448	  	  ;	  	  351	  
RLG2-­‐09.717.270-­‐G	  	  	  	  	  	  47.458	  	  ;	  	  362	  
RLG2-­‐09.745.471-­‐T	  	  	  	  	  	  47.471	  	  ;	  	  363	  
RLG2-­‐08.723.344-­‐G	  	  	  	  	  	  48.753	  	  ;	  	  334	  
RLG2-­‐08.693.407-­‐T	  	  	  	  	  	  48.753	  	  ;	  	  332	  
RLG2-­‐08.651.274-­‐G	  	  	  	  	  	  48.753	  	  ;	  	  326	  
RLG2-­‐08.723.481-­‐C	  	  	  	  	  	  50.035	  	  ;	  	  338	  
RLG2-­‐08.693.366-­‐C	  	  	  	  	  	  51.320	  	  ;	  	  330	  
RLG2-­‐11.327.748-­‐C	  	  	  	  	  	  58.109	  	  ;	  	  377	  
RLG2-­‐11.845.661-­‐C	  	  	  	  	  	  62.072	  	  ;	  	  391	  
RLG2-­‐13.145.070-­‐T	  	  	  	  	  	  66.039	  	  ;	  	  420	  
RLG2-­‐13.924.380-­‐G	  	  	  	  	  	  67.327	  	  ;	  	  423	  
RLG2-­‐14.306.865-­‐T	  	  	  	  	  	  69.932	  	  ;	  	  434	  
RLG2-­‐14.779.757-­‐C	  	  	  	  	  	  72.530	  	  ;	  	  445	  
RLG2-­‐16.055.718-­‐C	  	  	  	  	  	  77.868	  	  ;	  	  471	  
RLG2-­‐15.165.702-­‐C	  	  	  	  	  	  79.150	  	  ;	  	  459	  
RLG2-­‐16.451.693-­‐G	  	  	  	  	  	  81.748	  	  ;	  	  489	  
RLG2-­‐16.406.697-­‐A	  	  	  	  	  	  81.748	  	  ;	  	  487	  
RLG2-­‐16.390.556-­‐T	  	  	  	  	  	  81.748	  	  ;	  	  481	  
RLG2-­‐17.229.383-­‐G	  	  	  	  	  	  83.031	  	  ;	  	  506	  
RLG2-­‐16.779.187-­‐G	  	  	  	  	  	  84.313	  	  ;	  	  498	  
RLG2-­‐16.816.186-­‐C	  	  	  	  	  	  85.595	  	  ;	  	  505	  
RLG2-­‐16.816.112-­‐G	  	  	  	  	  	  85.595	  	  ;	  	  503	  
RLG2-­‐16.816.185-­‐A	  	  	  	  	  	  87.386	  	  ;	  	  504	  
RLG2-­‐17.393.273-­‐A	  	  	  	  	  	  90.848	  	  ;	  	  511	  
RLG2-­‐17.560.486-­‐C	  	  	  	  	  	  93.449	  	  ;	  	  515	  
RLG2-­‐18.899.881-­‐G	  	  	  	  	  	  93.471	  	  ;	  	  566	  
RLG2-­‐18.005.558-­‐T	  	  	  	  	  	  96.046	  	  ;	  	  540	  
RLG2-­‐17.786.277-­‐C	  	  	  	  	  	  97.338	  	  ;	  	  524	  
RLG2-­‐19.251.964-­‐T	  	  	  	  	  101.298	  	  ;	  	  569	  
RLG2-­‐20.020.643-­‐A	  	  	  	  	  101.298	  	  ;	  	  587	  
RLG2-­‐20.178.622-­‐C	  	  	  	  	  101.298	  	  ;	  	  588	  
RLG2-­‐19.687.432-­‐C	  	  	  	  	  105.247	  	  ;	  	  578	  
RLG2-­‐20.929.139-­‐C	  	  	  	  	  113.537	  	  ;	  	  599	  
RLG2-­‐21.035.646-­‐G	  	  	  	  	  117.535	  	  ;	  	  607	  
RLG2-­‐22.373.741-­‐A	  	  	  	  	  121.484	  	  ;	  	  645	  
RLG2-­‐21.513.595-­‐A	  	  	  	  	  123.423	  	  ;	  	  619	  
RLG2-­‐22.814.228-­‐C	  	  	  	  	  125.362	  	  ;	  	  659	  
RLG2-­‐22.063.036-­‐G	  	  	  	  	  125.362	  	  ;	  	  631	  
RLG2-­‐22.367.162-­‐A	  	  	  	  	  128.073	  	  ;	  	  643	  
RLG2-­‐21.666.210-­‐T	  	  	  	  	  135.365	  	  ;	  	  622 
	  
	   	  
	  178	  
Ch/RLG2-­‐3	   	  
;	  Sun,	  23	  Mar	  2014,	  19:26:32	  
;	  ngrp=1,	  nloc=111	  
	  
group	  1	  
RLG2-­‐00.797.113-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  239	  
RLG2-­‐03.084.140-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.058	  	  ;	  	  259	  
RLG2-­‐00.714.742-­‐A	  	  	  	  	  	  14.052	  	  ;	  	  238	  
RLG2-­‐02.755.803-­‐A	  	  	  	  	  	  14.081	  	  ;	  	  256	  
RLG2-­‐00.714.708-­‐G	  	  	  	  	  	  14.997	  	  ;	  	  233	  
RLG2-­‐07.096.225-­‐C	  	  	  	  	  	  15.910	  	  ;	  	  297	  
RLG2-­‐07.096.213-­‐T	  	  	  	  	  	  15.929	  	  ;	  	  296	  
RLG2-­‐03.756.066-­‐T	  	  	  	  	  	  17.783	  	  ;	  	  264	  
RLG2-­‐07.096.682-­‐T	  	  	  	  	  	  17.929	  	  ;	  	  300	  
RLG2-­‐07.096.733-­‐T	  	  	  	  	  	  19.211	  	  ;	  	  302	  
RLG2-­‐08.592.572-­‐T	  	  	  	  	  	  21.766	  	  ;	  	  316	  
RLG2-­‐08.693.364-­‐T	  	  	  	  	  	  21.807	  	  ;	  	  329	  
RLG2-­‐08.596.488-­‐T	  	  	  	  	  	  21.826	  	  ;	  	  317	  
RLG2-­‐09.034.659-­‐A	  	  	  	  	  	  22.988	  	  ;	  	  345	  
RLG2-­‐09.069.695-­‐T	  	  	  	  	  	  24.377	  	  ;	  	  348	  
RLG2-­‐04.637.594-­‐C	  	  	  	  	  	  26.746	  	  ;	  	  268	  
RLG2-­‐08.651.249-­‐T	  	  	  	  	  	  27.204	  	  ;	  	  324	  
RLG2-­‐11.894.332-­‐A	  	  	  	  	  	  32.293	  	  ;	  	  392	  
RLG2-­‐11.894.340-­‐T	  	  	  	  	  	  33.578	  	  ;	  	  393	  
RLG2-­‐11.487.382-­‐G	  	  	  	  	  	  34.876	  	  ;	  	  380	  
RLG2-­‐11.371.463-­‐A	  	  	  	  	  	  34.876	  	  ;	  	  378	  
RLG2-­‐13.770.229-­‐T	  	  	  	  	  	  34.914	  	  ;	  	  422	  
RLG2-­‐12.968.081-­‐T	  	  	  	  	  	  37.472	  	  ;	  	  417	  
RLG2-­‐12.797.095-­‐T	  	  	  	  	  	  37.472	  	  ;	  	  407	  
RLG2-­‐12.828.395-­‐A	  	  	  	  	  	  37.472	  	  ;	  	  412	  
RLG2-­‐12.828.304-­‐C	  	  	  	  	  	  37.472	  	  ;	  	  411	  
RLG2-­‐12.800.206-­‐C	  	  	  	  	  	  37.472	  	  ;	  	  409	  
RLG2-­‐12.709.354-­‐A	  	  	  	  	  	  38.754	  	  ;	  	  404	  
RLG2-­‐12.572.659-­‐G	  	  	  	  	  	  42.704	  	  ;	  	  400	  
RLG2-­‐14.017.158-­‐T	  	  	  	  	  	  42.704	  	  ;	  	  426	  
RLG2-­‐14.130.973-­‐T	  	  	  	  	  	  42.704	  	  ;	  	  429	  
RLG2-­‐14.138.754-­‐G	  	  	  	  	  	  42.704	  	  ;	  	  430	  
RLG2-­‐14.238.776-­‐T	  	  	  	  	  	  42.704	  	  ;	  	  432	  
RLG2-­‐13.924.387-­‐A	  	  	  	  	  	  42.732	  	  ;	  	  424	  
RLG2-­‐14.483.136-­‐G	  	  	  	  	  	  45.300	  	  ;	  	  440	  
RLG2-­‐14.469.193-­‐T	  	  	  	  	  	  46.582	  	  ;	  	  439	  
RLG2-­‐14.394.669-­‐T	  	  	  	  	  	  46.582	  	  ;	  	  437	  
RLG2-­‐14.461.704-­‐A	  	  	  	  	  	  46.582	  	  ;	  	  438	  
RLG2-­‐14.512.809-­‐C	  	  	  	  	  	  46.582	  	  ;	  	  443	  
RLG2-­‐14.819.765-­‐T	  	  	  	  	  	  47.865	  	  ;	  	  446	  
RLG2-­‐15.271.115-­‐T	  	  	  	  	  	  49.147	  	  ;	  	  460	  
RLG2-­‐15.165.686-­‐T	  	  	  	  	  	  49.147	  	  ;	  	  458	  
RLG2-­‐15.165.665-­‐A	  	  	  	  	  	  49.147	  	  ;	  	  456	  
RLG2-­‐15.841.962-­‐T	  	  	  	  	  	  50.429	  	  ;	  	  466	  
RLG2-­‐15.030.576-­‐C	  	  	  	  	  	  53.027	  	  ;	  	  451	  
RLG2-­‐15.105.471-­‐C	  	  	  	  	  	  56.969	  	  ;	  	  454	  
RLG2-­‐15.273.479-­‐G	  	  	  	  	  	  56.976	  	  ;	  	  462	  
RLG2-­‐15.350.239-­‐C	  	  	  	  	  	  56.976	  	  ;	  	  463	  
RLG2-­‐15.044.720-­‐T	  	  	  	  	  	  58.741	  	  ;	  	  452	  
RLG2-­‐16.129.371-­‐T	  	  	  	  	  	  66.525	  	  ;	  	  474	  
RLG2-­‐16.143.448-­‐A	  	  	  	  	  	  76.305	  	  ;	  	  476	  
RLG2-­‐16.187.503-­‐C	  	  	  	  	  	  77.613	  	  ;	  	  477	  
RLG2-­‐16.192.587-­‐C	  	  	  	  	  	  80.178	  	  ;	  	  478	  
RLG2-­‐16.400.825-­‐A	  	  	  	  	  	  80.219	  	  ;	  	  485	  
RLG2-­‐16.453.356-­‐A	  	  	  	  	  	  81.501	  	  ;	  	  490	  
RLG2-­‐16.525.834-­‐G	  	  	  	  	  	  81.501	  	  ;	  	  492	  
RLG2-­‐17.549.100-­‐C	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  514	  
RLG2-­‐16.549.489-­‐A	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  495	  
RLG2-­‐17.337.000-­‐T	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  510	  
RLG2-­‐16.595.727-­‐C	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  496	  
RLG2-­‐17.336.987-­‐C	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  509	  
RLG2-­‐16.547.169-­‐G	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  493	  
RLG2-­‐17.560.511-­‐T	  	  	  	  	  	  82.783	  	  ;	  	  516	  
RLG2-­‐17.585.816-­‐A	  	  	  	  	  	  86.733	  	  ;	  	  517	  
RLG2-­‐17.588.218-­‐A	  	  	  	  	  	  89.341	  	  ;	  	  518	  
RLG2-­‐17.786.268-­‐T	  	  	  	  	  	  91.949	  	  ;	  	  523	  
RLG2-­‐17.738.103-­‐C	  	  	  	  	  	  91.949	  	  ;	  	  520	  
RLG2-­‐17.786.312-­‐A	  	  	  	  	  	  91.949	  	  ;	  	  526	  
RLG2-­‐17.738.912-­‐G	  	  	  	  	  	  91.949	  	  ;	  	  522	  
RLG2-­‐17.901.752-­‐T	  	  	  	  	  	  93.231	  	  ;	  	  532	  
RLG2-­‐17.976.556-­‐C	  	  	  	  	  	  94.513	  	  ;	  	  536	  
RLG2-­‐18.005.488-­‐C	  	  	  	  	  	  95.795	  	  ;	  	  539	  
RLG2-­‐18.465.673-­‐A	  	  	  	  	  	  97.077	  	  ;	  	  546	  
RLG2-­‐18.554.962-­‐A	  	  	  	  	  	  97.077	  	  ;	  	  550	  
RLG2-­‐18.465.727-­‐A	  	  	  	  	  	  97.077	  	  ;	  	  547	  
RLG2-­‐18.195.792-­‐T	  	  	  	  	  	  97.660	  	  ;	  	  544	  
RLG2-­‐18.567.917-­‐T	  	  	  	  	  	  98.351	  	  ;	  	  552	  
RLG2-­‐18.185.309-­‐G	  	  	  	  	  	  98.389	  	  ;	  	  542	  
RLG2-­‐18.643.171-­‐C	  	  	  	  	  100.947	  	  ;	  	  559	  
RLG2-­‐18.616.883-­‐T	  	  	  	  	  100.947	  	  ;	  	  555	  
RLG2-­‐19.688.540-­‐T	  	  	  	  	  102.229	  	  ;	  	  580	  
RLG2-­‐19.296.957-­‐A	  	  	  	  	  102.229	  	  ;	  	  572	  
RLG2-­‐19.001.860-­‐A	  	  	  	  	  102.716	  	  ;	  	  568	  
RLG2-­‐19.688.105-­‐A	  	  	  	  	  103.504	  	  ;	  	  579	  
RLG2-­‐19.388.129-­‐A	  	  	  	  	  104.913	  	  ;	  	  573	  
RLG2-­‐19.874.526-­‐G	  	  	  	  	  106.068	  	  ;	  	  582	  
RLG2-­‐20.418.180-­‐T	  	  	  	  	  110.018	  	  ;	  	  590	  
RLG2-­‐20.719.608-­‐G	  	  	  	  	  112.616	  	  ;	  	  594	  
RLG2-­‐20.939.432-­‐T	  	  	  	  	  116.569	  	  ;	  	  600	  
RLG2-­‐20.855.474-­‐G	  	  	  	  	  117.854	  	  ;	  	  596	  
RLG2-­‐20.911.061-­‐G	  	  	  	  	  118.526	  	  ;	  	  598	  
RLG2-­‐21.035.653-­‐A	  	  	  	  	  119.128	  	  ;	  	  608	  
RLG2-­‐21.006.573-­‐A	  	  	  	  	  119.128	  	  ;	  	  605	  
RLG2-­‐21.116.279-­‐T	  	  	  	  	  120.410	  	  ;	  	  612	  
RLG2-­‐21.170.588-­‐G	  	  	  	  	  120.410	  	  ;	  	  616	  
RLG2-­‐21.155.534-­‐T	  	  	  	  	  120.410	  	  ;	  	  613	  
RLG2-­‐22.399.850-­‐C	  	  	  	  	  121.692	  	  ;	  	  648	  
RLG2-­‐22.354.845-­‐C	  	  	  	  	  121.692	  	  ;	  	  642	  
RLG2-­‐21.263.046-­‐G	  	  	  	  	  121.692	  	  ;	  	  618	  
RLG2-­‐22.467.469-­‐A	  	  	  	  	  121.692	  	  ;	  	  649	  
RLG2-­‐22.234.546-­‐T	  	  	  	  	  124.290	  	  ;	  	  637	  
RLG2-­‐21.640.384-­‐T	  	  	  	  	  124.290	  	  ;	  	  620	  
RLG2-­‐21.769.737-­‐G	  	  	  	  	  124.982	  	  ;	  	  624	  
RLG2-­‐22.732.233-­‐G	  	  	  	  	  125.564	  	  ;	  	  652	  
RLG2-­‐22.804.027-­‐C	  	  	  	  	  125.564	  	  ;	  	  657	  
RLG2-­‐22.792.018-­‐A	  	  	  	  	  125.564	  	  ;	  	  655	  
RLG2-­‐22.856.428-­‐C	  	  	  	  	  125.564	  	  ;	  	  664	  
RLG2-­‐22.746.205-­‐A	  	  	  	  	  125.564	  	  ;	  	  653	  
RLG2-­‐22.814.219-­‐T	  	  	  	  	  126.134	  	  ;	  	  658	  
RLG2-­‐22.792.010-­‐G	  	  	  	  	  126.838	  	  ;	  	  654	  
RLG2-­‐22.849.694-­‐G	  	  	  	  	  126.838	  	  ;	  	  662	  	   	  
	  179	  
Ch/RLG2-­‐4	   Ch/RLG3-­‐1	  
;	  Sun,	  23	  Mar	  2014,	  18:33:10	  
;	  nloc=45	  
	  
group	  2	  
RLG2-­‐00.199.031-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  225	  
RLG2-­‐00.146.477-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.929	  	  ;	  	  224	  
RLG2-­‐01.291.312-­‐A	  	  	  	  	  	  	  1.253	  	  ;	  	  242	  
RLG2-­‐00.474.042-­‐T	  	  	  	  	  	  	  1.431	  	  ;	  	  231	  
RLG2-­‐00.371.804-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.431	  	  ;	  	  229	  
RLG2-­‐07.096.712-­‐C	  	  	  	  	  	  10.629	  	  ;	  	  301	  
RLG2-­‐06.036.254-­‐T	  	  	  	  	  	  17.273	  	  ;	  	  281	  
RLG2-­‐09.034.624-­‐C	  	  	  	  	  	  27.696	  	  ;	  	  343	  
RLG2-­‐09.034.640-­‐C	  	  	  	  	  	  29.089	  	  ;	  	  344	  
RLG2-­‐09.717.229-­‐C	  	  	  	  	  	  33.472	  	  ;	  	  361	  
RLG2-­‐06.747.325-­‐A	  	  	  	  	  	  33.472	  	  ;	  	  292	  
RLG2-­‐02.646.749-­‐G	  	  	  	  	  	  33.472	  	  ;	  	  252	  
RLG2-­‐08.596.505-­‐C	  	  	  	  	  	  34.754	  	  ;	  	  320	  
RLG2-­‐08.693.391-­‐C	  	  	  	  	  	  34.754	  	  ;	  	  331	  
RLG2-­‐08.518.151-­‐A	  	  	  	  	  	  34.754	  	  ;	  	  315	  
RLG2-­‐08.723.435-­‐G	  	  	  	  	  	  34.754	  	  ;	  	  336	  
RLG2-­‐08.749.556-­‐A	  	  	  	  	  	  34.763	  	  ;	  	  340	  
RLG2-­‐10.189.632-­‐T	  	  	  	  	  	  38.709	  	  ;	  	  370	  
RLG2-­‐10.171.845-­‐A	  	  	  	  	  	  41.314	  	  ;	  	  369	  
RLG2-­‐11.845.616-­‐A	  	  	  	  	  	  42.599	  	  ;	  	  389	  
RLG2-­‐12.800.173-­‐A	  	  	  	  	  	  45.201	  	  ;	  	  408	  
RLG2-­‐12.824.879-­‐C	  	  	  	  	  	  45.201	  	  ;	  	  410	  
RLG2-­‐14.130.963-­‐C	  	  	  	  	  	  49.157	  	  ;	  	  427	  
RLG2-­‐14.983.038-­‐C	  	  	  	  	  	  53.028	  	  ;	  	  448	  
RLG2-­‐14.707.947-­‐A	  	  	  	  	  	  55.729	  	  ;	  	  444	  
RLG2-­‐15.017.686-­‐T	  	  	  	  	  	  61.223	  	  ;	  	  450	  
RLG2-­‐15.044.750-­‐T	  	  	  	  	  	  61.223	  	  ;	  	  453	  
RLG2-­‐16.400.782-­‐A	  	  	  	  	  	  63.824	  	  ;	  	  483	  
RLG2-­‐16.406.671-­‐A	  	  	  	  	  	  65.109	  	  ;	  	  486	  
RLG2-­‐16.010.613-­‐C	  	  	  	  	  	  65.109	  	  ;	  	  470	  
RLG2-­‐16.129.394-­‐C	  	  	  	  	  	  65.109	  	  ;	  	  475	  
RLG2-­‐16.451.660-­‐C	  	  	  	  	  	  65.730	  	  ;	  	  488	  
RLG2-­‐16.779.213-­‐T	  	  	  	  	  	  66.383	  	  ;	  	  499	  
RLG2-­‐16.547.238-­‐G	  	  	  	  	  	  66.421	  	  ;	  	  494	  
RLG2-­‐16.798.882-­‐G	  	  	  	  	  	  68.979	  	  ;	  	  501	  
RLG2-­‐17.545.409-­‐T	  	  	  	  	  	  70.261	  	  ;	  	  512	  
RLG2-­‐17.549.031-­‐A	  	  	  	  	  	  70.261	  	  ;	  	  513	  
RLG2-­‐17.933.007-­‐T	  	  	  	  	  	  71.543	  	  ;	  	  535	  
RLG2-­‐17.932.991-­‐G	  	  	  	  	  	  71.543	  	  ;	  	  534	  
RLG2-­‐18.185.311-­‐A	  	  	  	  	  	  72.129	  	  ;	  	  543	  
RLG2-­‐17.850.479-­‐G	  	  	  	  	  	  73.023	  	  ;	  	  531	  
RLG2-­‐18.465.775-­‐G	  	  	  	  	  	  76.120	  	  ;	  	  548	  
RLG2-­‐20.020.612-­‐T	  	  	  	  	  	  80.728	  	  ;	  	  585	  
RLG2-­‐20.020.642-­‐T	  	  	  	  	  	  80.728	  	  ;	  	  586	  
RLG2-­‐19.296.885-­‐A	  	  	  	  	  	  80.728	  	  ;	  	  571 
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  16:09:01	  
;	  nloc=44	  
	  
group	  4	  
RLG3-­‐00.885.299-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  693	  
RLG3-­‐00.200.299-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.775	  	  ;	  	  673	  
RLG3-­‐00.512.094-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.403	  	  ;	  	  678	  
RLG3-­‐00.170.995-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.403	  	  ;	  	  671	  
RLG3-­‐00.841.584-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.403	  	  ;	  	  691	  
RLG3-­‐00.808.518-­‐T	  	  	  	  	  	  	  5.403	  	  ;	  	  688	  
RLG3-­‐00.779.104-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.982	  	  ;	  	  687	  
RLG3-­‐00.071.648-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.677	  	  ;	  	  668	  
RLG3-­‐00.201.403-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.677	  	  ;	  	  674	  
RLG3-­‐04.414.097-­‐C	  	  	  	  	  	  14.918	  	  ;	  	  711	  
RLG3-­‐04.977.269-­‐C	  	  	  	  	  	  16.204	  	  ;	  	  721	  
RLG3-­‐04.889.800-­‐C	  	  	  	  	  	  16.204	  	  ;	  	  719	  
RLG3-­‐04.729.230-­‐C	  	  	  	  	  	  16.902	  	  ;	  	  716	  
RLG3-­‐04.824.682-­‐C	  	  	  	  	  	  17.783	  	  ;	  	  717	  
RLG3-­‐04.408.614-­‐C	  	  	  	  	  	  19.443	  	  ;	  	  710	  
RLG3-­‐05.446.078-­‐T	  	  	  	  	  	  22.699	  	  ;	  	  728	  
RLG3-­‐05.756.077-­‐T	  	  	  	  	  	  23.987	  	  ;	  	  735	  
RLG3-­‐05.311.096-­‐C	  	  	  	  	  	  25.273	  	  ;	  	  724	  
RLG3-­‐05.445.088-­‐G	  	  	  	  	  	  27.871	  	  ;	  	  725	  
RLG3-­‐05.464.972-­‐C	  	  	  	  	  	  29.156	  	  ;	  	  729	  
RLG3-­‐09.113.874-­‐G	  	  	  	  	  	  45.498	  	  ;	  	  788	  
RLG3-­‐09.025.061-­‐G	  	  	  	  	  	  48.112	  	  ;	  	  786	  
RLG3-­‐10.087.683-­‐C	  	  	  	  	  	  50.714	  	  ;	  	  803	  
RLG3-­‐10.128.461-­‐A	  	  	  	  	  	  55.059	  	  ;	  	  807	  
RLG3-­‐18.425.083-­‐C	  	  	  	  	  	  78.357	  	  ;	  	  903	  
RLG3-­‐15.505.827-­‐C	  	  	  	  	  	  78.357	  	  ;	  	  858	  
RLG3-­‐17.246.830-­‐T	  	  	  	  	  	  80.958	  	  ;	  	  890	  
RLG3-­‐16.580.441-­‐C	  	  	  	  	  	  84.911	  	  ;	  	  875	  
RLG3-­‐21.754.884-­‐A	  	  	  	  	  	  87.522	  	  ;	  	  957	  
RLG3-­‐14.019.074-­‐C	  	  	  	  	  	  92.109	  	  ;	  	  844	  
RLG3-­‐23.637.555-­‐G	  	  	  	  	  	  98.371	  	  ;	  	  985	  
RLG3-­‐24.879.294-­‐A	  	  	  	  	  105.222	  	  ;	  	  998	  
RLG3-­‐25.317.908-­‐A	  	  	  	  	  107.220	  	  ;	  1004	  
RLG3-­‐19.049.560-­‐C	  	  	  	  	  109.093	  	  ;	  	  909	  
RLG3-­‐19.049.654-­‐G	  	  	  	  	  109.093	  	  ;	  	  911	  
RLG3-­‐19.137.140-­‐G	  	  	  	  	  110.545	  	  ;	  	  915	  
RLG3-­‐26.376.927-­‐G	  	  	  	  	  119.637	  	  ;	  1018	  
RLG3-­‐30.200.252-­‐G	  	  	  	  	  124.037	  	  ;	  1073	  
RLG3-­‐33.127.437-­‐G	  	  	  	  	  126.641	  	  ;	  1097	  
RLG3-­‐32.542.385-­‐C	  	  	  	  	  133.434	  	  ;	  1094	  
RLG3-­‐32.535.660-­‐A	  	  	  	  	  136.598	  	  ;	  1092	  
RLG3-­‐33.220.508-­‐A	  	  	  	  	  158.735	  	  ;	  1102	  
RLG3-­‐33.220.471-­‐T	  	  	  	  	  164.299	  	  ;	  1101	  
RLG3-­‐33.220.543-­‐G	  	  	  	  	  165.646	  	  ;	  1105 	   	  
	  180	  
Ch/RLG3-­‐2	   Ch/RLG3-­‐3	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  17:50:19	  
;	  nloc=32	  
	  
group	  2	  
RLG3-­‐00.169.223-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  670	  
RLG3-­‐00.544.089-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.292	  	  ;	  	  679	  
RLG3-­‐00.544.130-­‐A	  	  	  	  	  	  	  1.292	  	  ;	  	  682	  
RLG3-­‐00.544.126-­‐A	  	  	  	  	  	  	  1.292	  	  ;	  	  681	  
RLG3-­‐00.808.553-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.224	  	  ;	  	  689	  
RLG3-­‐00.841.563-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.240	  	  ;	  	  690	  
RLG3-­‐01.320.588-­‐C	  	  	  	  	  	  	  7.855	  	  ;	  	  697	  
RLG3-­‐03.490.496-­‐A	  	  	  	  	  	  20.804	  	  ;	  	  703	  
RLG3-­‐03.601.477-­‐C	  	  	  	  	  	  20.804	  	  ;	  	  706	  
RLG3-­‐06.147.341-­‐C	  	  	  	  	  	  29.075	  	  ;	  	  739	  
RLG3-­‐06.700.103-­‐A	  	  	  	  	  	  38.882	  	  ;	  	  746	  
RLG3-­‐08.408.190-­‐A	  	  	  	  	  	  41.500	  	  ;	  	  764	  
RLG3-­‐08.661.354-­‐T	  	  	  	  	  	  42.785	  	  ;	  	  777	  
RLG3-­‐08.610.495-­‐A	  	  	  	  	  	  42.785	  	  ;	  	  775	  
RLG3-­‐18.532.787-­‐C	  	  	  	  	  	  49.553	  	  ;	  	  905	  
RLG3-­‐10.654.079-­‐G	  	  	  	  	  	  50.835	  	  ;	  	  817	  
RLG3-­‐09.993.159-­‐C	  	  	  	  	  	  52.774	  	  ;	  	  800	  
RLG3-­‐10.341.403-­‐T	  	  	  	  	  	  63.392	  	  ;	  	  810	  
RLG3-­‐10.341.397-­‐T	  	  	  	  	  	  63.392	  	  ;	  	  809	  
RLG3-­‐20.828.912-­‐T	  	  	  	  	  	  76.337	  	  ;	  	  944	  
RLG3-­‐15.149.858-­‐C	  	  	  	  	  	  80.300	  	  ;	  	  851	  
RLG3-­‐14.019.069-­‐G	  	  	  	  	  	  82.891	  	  ;	  	  843	  
RLG3-­‐15.249.102-­‐T	  	  	  	  	  	  82.898	  	  ;	  	  855	  
RLG3-­‐17.909.710-­‐A	  	  	  	  	  	  84.287	  	  ;	  	  894	  
RLG3-­‐17.246.801-­‐G	  	  	  	  	  100.581	  	  ;	  	  889	  
RLG3-­‐23.372.843-­‐A	  	  	  	  	  117.019	  	  ;	  	  975	  
RLG3-­‐23.646.020-­‐T	  	  	  	  	  121.877	  	  ;	  	  987	  
RLG3-­‐23.637.615-­‐C	  	  	  	  	  124.793	  	  ;	  	  986	  
RLG3-­‐21.955.359-­‐A	  	  	  	  	  125.165	  	  ;	  	  964	  
RLG3-­‐23.654.315-­‐C	  	  	  	  	  127.546	  	  ;	  	  989	  
RLG3-­‐24.879.299-­‐A	  	  	  	  	  132.179	  	  ;	  	  999	  
RLG3-­‐25.873.972-­‐T	  	  	  	  	  140.093	  	  ;	  1013	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  16:03:09	  
;	  ngrp=1,	  nloc=45	  
	  
group	  3	  
RLG3-­‐01.061.198-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  694	  
RLG3-­‐00.208.660-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.302	  	  ;	  	  676	  
RLG3-­‐00.271.374-­‐T	  	  	  	  	  	  	  1.302	  	  ;	  	  677	  
RLG3-­‐00.709.094-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.584	  	  ;	  	  684	  
RLG3-­‐00.203.576-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.584	  	  ;	  	  675	  
RLG3-­‐00.171.012-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.584	  	  ;	  	  672	  
RLG3-­‐04.456.732-­‐C	  	  	  	  	  	  	  9.351	  	  ;	  	  712	  
RLG3-­‐04.456.746-­‐C	  	  	  	  	  	  	  9.351	  	  ;	  	  713	  
RLG3-­‐04.932.850-­‐T	  	  	  	  	  	  10.633	  	  ;	  	  720	  
RLG3-­‐05.610.206-­‐C	  	  	  	  	  	  10.633	  	  ;	  	  734	  
RLG3-­‐05.311.063-­‐T	  	  	  	  	  	  10.633	  	  ;	  	  723	  
RLG3-­‐05.193.158-­‐T	  	  	  	  	  	  11.200	  	  ;	  	  722	  
RLG3-­‐04.716.864-­‐T	  	  	  	  	  	  11.907	  	  ;	  	  715	  
RLG3-­‐05.445.111-­‐T	  	  	  	  	  	  14.505	  	  ;	  	  726	  
RLG3-­‐05.446.077-­‐G	  	  	  	  	  	  15.787	  	  ;	  	  727	  
RLG3-­‐06.528.041-­‐C	  	  	  	  	  	  19.737	  	  ;	  	  742	  
RLG3-­‐06.700.077-­‐C	  	  	  	  	  	  19.737	  	  ;	  	  745	  
RLG3-­‐06.464.294-­‐T	  	  	  	  	  	  19.737	  	  ;	  	  741	  
RLG3-­‐06.586.324-­‐C	  	  	  	  	  	  19.784	  	  ;	  	  744	  
RLG3-­‐06.550.026-­‐T	  	  	  	  	  	  25.070	  	  ;	  	  743	  
RLG3-­‐08.180.067-­‐C	  	  	  	  	  	  31.264	  	  ;	  	  761	  
RLG3-­‐08.180.056-­‐C	  	  	  	  	  	  32.722	  	  ;	  	  760	  
RLG3-­‐07.119.868-­‐A	  	  	  	  	  	  37.240	  	  ;	  	  747	  
RLG3-­‐08.572.061-­‐A	  	  	  	  	  	  40.045	  	  ;	  	  772	  
RLG3-­‐15.249.163-­‐G	  	  	  	  	  	  65.888	  	  ;	  	  856	  
RLG3-­‐16.050.166-­‐G	  	  	  	  	  	  67.173	  	  ;	  	  864	  
RLG3-­‐18.414.661-­‐G	  	  	  	  	  	  70.734	  	  ;	  	  902	  
RLG3-­‐17.909.762-­‐C	  	  	  	  	  	  77.959	  	  ;	  	  895	  
RLG3-­‐16.449.710-­‐T	  	  	  	  	  	  81.909	  	  ;	  	  869	  
RLG3-­‐16.779.781-­‐G	  	  	  	  	  	  85.858	  	  ;	  	  878	  
RLG3-­‐23.258.202-­‐T	  	  	  	  	  	  91.196	  	  ;	  	  971	  
RLG3-­‐23.367.642-­‐G	  	  	  	  	  	  97.964	  	  ;	  	  974	  
RLG3-­‐19.049.561-­‐G	  	  	  	  	  106.201	  	  ;	  	  910	  
RLG3-­‐24.513.032-­‐T	  	  	  	  	  107.483	  	  ;	  	  997	  
RLG3-­‐24.513.030-­‐G	  	  	  	  	  107.483	  	  ;	  	  996	  
RLG3-­‐27.102.385-­‐G	  	  	  	  	  108.766	  	  ;	  1030	  
RLG3-­‐28.248.558-­‐G	  	  	  	  	  112.715	  	  ;	  1058	  
RLG3-­‐28.186.049-­‐A	  	  	  	  	  116.664	  	  ;	  1052	  
RLG3-­‐26.709.359-­‐T	  	  	  	  	  122.006	  	  ;	  1023	  
RLG3-­‐26.307.572-­‐A	  	  	  	  	  123.288	  	  ;	  1016	  
RLG3-­‐30.233.310-­‐T	  	  	  	  	  127.241	  	  ;	  1074	  
RLG3-­‐28.618.850-­‐G	  	  	  	  	  128.523	  	  ;	  1060	  
RLG3-­‐29.858.782-­‐C	  	  	  	  	  130.216	  	  ;	  1072	  
RLG3-­‐30.835.191-­‐T	  	  	  	  	  133.750	  	  ;	  1084	  
RLG3-­‐33.193.715-­‐A	  	  	  	  	  139.088	  	  ;	  1099	  	   	  
	  181	  
Ch/RLG3-­‐4	   	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  18:52:45	  
;	  nloc=66	  
	  
group	  1	  
RLG3-­‐00.094.230-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  669	  
RLG3-­‐00.544.119-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.673	  	  ;	  	  680	  
RLG3-­‐00.725.407-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.489	  	  ;	  	  685	  
RLG3-­‐00.696.063-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.619	  	  ;	  	  683	  
RLG3-­‐00.743.492-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.619	  	  ;	  	  686	  
RLG3-­‐00.855.219-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.619	  	  ;	  	  692	  
RLG3-­‐01.061.200-­‐T	  	  	  	  	  	  	  6.901	  	  ;	  	  695	  
RLG3-­‐01.900.177-­‐T	  	  	  	  	  	  	  8.480	  	  ;	  	  698	  
RLG3-­‐03.923.875-­‐T	  	  	  	  	  	  13.530	  	  ;	  	  709	  
RLG3-­‐03.792.427-­‐G	  	  	  	  	  	  16.132	  	  ;	  	  707	  
RLG3-­‐03.542.300-­‐C	  	  	  	  	  	  20.081	  	  ;	  	  704	  
RLG3-­‐03.601.476-­‐A	  	  	  	  	  	  20.081	  	  ;	  	  705	  
RLG3-­‐03.405.972-­‐A	  	  	  	  	  	  21.830	  	  ;	  	  702	  
RLG3-­‐05.774.118-­‐C	  	  	  	  	  	  29.581	  	  ;	  	  737	  
RLG3-­‐05.779.721-­‐C	  	  	  	  	  	  29.581	  	  ;	  	  738	  
RLG3-­‐05.774.082-­‐C	  	  	  	  	  	  30.863	  	  ;	  	  736	  
RLG3-­‐07.649.860-­‐T	  	  	  	  	  	  32.103	  	  ;	  	  753	  
RLG3-­‐07.172.384-­‐A	  	  	  	  	  	  33.440	  	  ;	  	  751	  
RLG3-­‐07.172.309-­‐G	  	  	  	  	  	  41.715	  	  ;	  	  748	  
RLG3-­‐07.778.262-­‐T	  	  	  	  	  	  50.268	  	  ;	  	  755	  
RLG3-­‐07.175.253-­‐T	  	  	  	  	  	  52.557	  	  ;	  	  752	  
RLG3-­‐08.421.799-­‐G	  	  	  	  	  	  52.642	  	  ;	  	  765	  
RLG3-­‐08.026.708-­‐A	  	  	  	  	  	  52.642	  	  ;	  	  756	  
RLG3-­‐08.682.210-­‐A	  	  	  	  	  	  52.642	  	  ;	  	  779	  
RLG3-­‐08.682.189-­‐T	  	  	  	  	  	  53.927	  	  ;	  	  778	  
RLG3-­‐08.682.234-­‐G	  	  	  	  	  	  55.213	  	  ;	  	  780	  
RLG3-­‐08.573.309-­‐A	  	  	  	  	  	  55.895	  	  ;	  	  773	  
RLG3-­‐08.465.140-­‐G	  	  	  	  	  	  56.487	  	  ;	  	  766	  
RLG3-­‐08.465.153-­‐G	  	  	  	  	  	  56.487	  	  ;	  	  767	  
RLG3-­‐08.627.031-­‐T	  	  	  	  	  	  59.517	  	  ;	  	  776	  
RLG3-­‐08.369.007-­‐A	  	  	  	  	  	  67.383	  	  ;	  	  763	  
RLG3-­‐08.572.039-­‐A	  	  	  	  	  	  72.802	  	  ;	  	  771	  
RLG3-­‐08.953.903-­‐T	  	  	  	  	  	  75.480	  	  ;	  	  782	  
RLG3-­‐09.114.461-­‐A	  	  	  	  	  	  76.762	  	  ;	  	  790	  
RLG3-­‐09.025.045-­‐C	  	  	  	  	  	  76.762	  	  ;	  	  785	  
RLG3-­‐09.113.880-­‐G	  	  	  	  	  	  76.762	  	  ;	  	  789	  
RLG3-­‐10.935.891-­‐C	  	  	  	  	  	  76.826	  	  ;	  	  818	  
RLG3-­‐09.794.002-­‐C	  	  	  	  	  	  79.025	  	  ;	  	  793	  
RLG3-­‐10.341.469-­‐C	  	  	  	  	  	  79.652	  	  ;	  	  811	  
RLG3-­‐13.697.204-­‐A	  	  	  	  	  	  81.955	  	  ;	  	  832	  
RLG3-­‐12.617.840-­‐G	  	  	  	  	  	  84.546	  	  ;	  	  826	  
RLG3-­‐12.620.597-­‐G	  	  	  	  	  	  84.559	  	  ;	  	  827	  
RLG3-­‐13.735.638-­‐A	  	  	  	  	  	  84.559	  	  ;	  	  833	  
RLG3-­‐11.606.361-­‐C	  	  	  	  	  	  84.559	  	  ;	  	  822	  
RLG3-­‐13.737.875-­‐C	  	  	  	  	  	  85.841	  	  ;	  	  838	  
RLG3-­‐13.735.681-­‐T	  	  	  	  	  	  88.439	  	  ;	  	  835	  
RLG3-­‐13.811.663-­‐G	  	  	  	  	  	  88.439	  	  ;	  	  839	  
RLG3-­‐10.017.266-­‐A	  	  	  	  	  	  89.034	  	  ;	  	  801	  
RLG3-­‐10.609.045-­‐C	  	  	  	  	  	  89.719	  	  ;	  	  816	  
RLG3-­‐09.912.027-­‐A	  	  	  	  	  	  91.001	  	  ;	  	  794	  
RLG3-­‐09.912.062-­‐G	  	  	  	  	  	  91.001	  	  ;	  	  798	  
RLG3-­‐09.912.070-­‐A	  	  	  	  	  	  93.599	  	  ;	  	  799	  
RLG3-­‐10.087.654-­‐C	  	  	  	  	  	  93.599	  	  ;	  	  802	  
RLG3-­‐10.395.256-­‐C	  	  	  	  	  	  93.599	  	  ;	  	  812	  
RLG3-­‐07.172.312-­‐T	  	  	  	  	  	  96.201	  	  ;	  	  749	  
RLG3-­‐11.589.219-­‐A	  	  	  	  	  	  99.775	  	  ;	  	  820	  
RLG3-­‐10.325.943-­‐G	  	  	  	  	  104.061	  	  ;	  	  808	  
RLG3-­‐19.914.294-­‐T	  	  	  	  	  110.977	  	  ;	  	  924	  
RLG3-­‐19.726.408-­‐G	  	  	  	  	  116.315	  	  ;	  	  922	  
RLG3-­‐19.726.389-­‐C	  	  	  	  	  118.913	  	  ;	  	  921	  
RLG3-­‐20.789.796-­‐G	  	  	  	  	  120.845	  	  ;	  	  938	  
RLG3-­‐15.149.864-­‐T	  	  	  	  	  122.784	  	  ;	  	  852	  
RLG3-­‐23.073.605-­‐A	  	  	  	  	  125.366	  	  ;	  	  967	  
RLG3-­‐21.567.538-­‐A	  	  	  	  	  125.382	  	  ;	  	  949	  
RLG3-­‐21.694.763-­‐A	  	  	  	  	  128.529	  	  ;	  	  950	  
RLG3-­‐21.694.788-­‐T	  	  	  	  	  135.069	  	  ;	  	  954	  
	   	  
	  182	  
Ch/RLG3-­‐5	   	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  20:28:09	  
;	  ngrp=1,	  nloc=73	  
	  
group	  1	  
RLG3-­‐20.494.994-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  930	  
RLG3-­‐20.495.014-­‐C	  	  	  	  	  	  11.284	  	  ;	  	  931	  
RLG3-­‐20.380.096-­‐T	  	  	  	  	  	  11.284	  	  ;	  	  929	  
RLG3-­‐21.041.318-­‐T	  	  	  	  	  	  13.868	  	  ;	  	  948	  
RLG3-­‐19.431.584-­‐T	  	  	  	  	  	  13.881	  	  ;	  	  917	  
RLG3-­‐24.080.522-­‐C	  	  	  	  	  	  16.482	  	  ;	  	  992	  
RLG3-­‐19.788.167-­‐A	  	  	  	  	  	  17.768	  	  ;	  	  923	  
RLG3-­‐20.121.065-­‐G	  	  	  	  	  	  17.768	  	  ;	  	  926	  
RLG3-­‐20.110.991-­‐T	  	  	  	  	  	  17.768	  	  ;	  	  925	  
RLG3-­‐20.834.762-­‐A	  	  	  	  	  	  20.366	  	  ;	  	  945	  
RLG3-­‐20.937.800-­‐A	  	  	  	  	  	  20.366	  	  ;	  	  947	  
RLG3-­‐20.835.455-­‐C	  	  	  	  	  	  20.366	  	  ;	  	  946	  
RLG3-­‐16.977.088-­‐T	  	  	  	  	  	  23.865	  	  ;	  	  879	  
RLG3-­‐20.617.288-­‐G	  	  	  	  	  	  25.199	  	  ;	  	  937	  
RLG3-­‐18.986.087-­‐G	  	  	  	  	  	  28.088	  	  ;	  	  908	  
RLG3-­‐21.694.778-­‐T	  	  	  	  	  	  28.246	  	  ;	  	  951	  
RLG3-­‐21.694.799-­‐A	  	  	  	  	  	  28.250	  	  ;	  	  956	  
RLG3-­‐21.955.347-­‐C	  	  	  	  	  	  33.599	  	  ;	  	  963	  
RLG3-­‐21.955.369-­‐T	  	  	  	  	  	  33.630	  	  ;	  	  965	  
RLG3-­‐23.623.329-­‐C	  	  	  	  	  	  33.640	  	  ;	  	  982	  
RLG3-­‐23.791.646-­‐C	  	  	  	  	  	  38.908	  	  ;	  	  990	  
RLG3-­‐27.225.334-­‐A	  	  	  	  	  	  38.965	  	  ;	  1033	  
RLG3-­‐27.290.613-­‐T	  	  	  	  	  	  38.965	  	  ;	  1034	  
RLG3-­‐24.408.819-­‐G	  	  	  	  	  	  44.120	  	  ;	  	  993	  
RLG3-­‐24.879.335-­‐T	  	  	  	  	  	  44.285	  	  ;	  1001	  
RLG3-­‐24.513.003-­‐A	  	  	  	  	  	  46.886	  	  ;	  	  995	  
RLG3-­‐24.429.086-­‐A	  	  	  	  	  	  48.169	  	  ;	  	  994	  
RLG3-­‐23.527.056-­‐A	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  980	  
RLG3-­‐23.227.226-­‐C	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  968	  
RLG3-­‐25.554.903-­‐T	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  1007	  
RLG3-­‐23.654.305-­‐A	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  988	  
RLG3-­‐23.527.061-­‐A	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  981	  
RLG3-­‐23.330.826-­‐T	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  972	  
RLG3-­‐23.527.008-­‐C	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  979	  
RLG3-­‐25.554.889-­‐A	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  1006	  
RLG3-­‐23.524.444-­‐G	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  977 
RLG3-­‐25.554.928-­‐A	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  1008	  
RLG3-­‐25.547.550-­‐G	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  1005	  
RLG3-­‐21.914.596-­‐T	  	  	  	  	  	  50.770	  	  ;	  	  961	  
RLG3-­‐16.580.472-­‐G	  	  	  	  	  	  51.346	  	  ;	  	  876	  
RLG3-­‐18.425.096-­‐G	  	  	  	  	  	  52.044	  	  ;	  	  904	  
RLG3-­‐14.110.746-­‐A	  	  	  	  	  	  54.029	  	  ;	  	  846	  
RLG3-­‐23.637.540-­‐A	  	  	  	  	  	  55.932	  	  ;	  	  984	  
RLG3-­‐19.109.271-­‐G	  	  	  	  	  	  59.892	  	  ;	  	  914	  
RLG3-­‐18.986.033-­‐C	  	  	  	  	  	  63.868	  	  ;	  	  906	  
RLG3-­‐28.245.773-­‐G	  	  	  	  	  	  75.259	  	  ;	  1055	  
RLG3-­‐27.633.490-­‐C	  	  	  	  	  	  83.546	  	  ;	  1040	  
RLG3-­‐28.746.701-­‐C	  	  	  	  	  	  83.552	  	  ;	  1061	  
RLG3-­‐27.480.829-­‐T	  	  	  	  	  	  83.552	  	  ;	  1038	  
RLG3-­‐25.686.523-­‐C	  	  	  	  	  	  83.552	  	  ;	  1012	  
RLG3-­‐28.851.383-­‐G	  	  	  	  	  	  83.552	  	  ;	  1067	  
RLG3-­‐28.103.917-­‐G	  	  	  	  	  	  84.834	  	  ;	  1050	  
RLG3-­‐27.051.737-­‐T	  	  	  	  	  	  84.834	  	  ;	  1026	  
RLG3-­‐23.933.417-­‐G	  	  	  	  	  	  84.834	  	  ;	  	  991	  
RLG3-­‐28.834.190-­‐T	  	  	  	  	  	  86.116	  	  ;	  1065	  
RLG3-­‐28.248.517-­‐T	  	  	  	  	  	  86.116	  	  ;	  1056	  
RLG3-­‐28.780.625-­‐T	  	  	  	  	  	  87.402	  	  ;	  1062	  
RLG3-­‐27.742.220-­‐A	  	  	  	  	  	  90.993	  	  ;	  1045	  
RLG3-­‐27.460.817-­‐C	  	  	  	  	  	  92.366	  	  ;	  1036	  
RLG3-­‐27.742.251-­‐A	  	  	  	  	  	  92.613	  	  ;	  1046	  
RLG3-­‐27.460.826-­‐G	  	  	  	  	  	  93.895	  	  ;	  1037	  
RLG3-­‐27.806.924-­‐C	  	  	  	  	  	  93.911	  	  ;	  1048	  
RLG3-­‐26.375.918-­‐G	  	  	  	  	  	  96.499	  	  ;	  1017	  
RLG3-­‐26.653.685-­‐T	  	  	  	  	  	  97.788	  	  ;	  1022	  
RLG3-­‐26.653.676-­‐A	  	  	  	  	  	  97.788	  	  ;	  1021	  
RLG3-­‐26.307.563-­‐A	  	  	  	  	  100.386	  	  ;	  1015	  
RLG3-­‐26.746.505-­‐T	  	  	  	  	  101.668	  	  ;	  1025	  
RLG3-­‐25.873.980-­‐C	  	  	  	  	  102.950	  	  ;	  1014	  
RLG3-­‐33.220.520-­‐G	  	  	  	  	  115.740	  	  ;	  1104	  
RLG3-­‐33.195.099-­‐A	  	  	  	  	  117.132	  	  ;	  1100	  
RLG3-­‐33.193.667-­‐C	  	  	  	  	  118.414	  	  ;	  1098	  
RLG3-­‐33.057.303-­‐A	  	  	  	  	  118.414	  	  ;	  1095	  
RLG3-­‐32.160.711-­‐G	  	  	  	  	  124.007	  	  ;	  1091 
	   	  
	  183	  
Ch/RLG4-­‐1	   Ch/RLG4-­‐2a	  
;	  Wed,	  16	  Apr	  2014,	  19:13:43	  
;	  nloc=63	  
group	  3	  
RLG4-­‐14.376.448-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1186	  
RLG4-­‐14.376.415-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.739	  	  ;	  1185	  
RLG4-­‐14.344.046-­‐T	  	  	  	  	  	  	  1.739	  	  ;	  1183	  
RLG4-­‐13.233.617-­‐T	  	  	  	  	  	  	  3.031	  	  ;	  1169	  
RLG4-­‐12.469.905-­‐G	  	  	  	  	  	  14.358	  	  ;	  1160	  
RLG4-­‐12.367.977-­‐G	  	  	  	  	  	  14.358	  	  ;	  1157	  
RLG4-­‐12.541.780-­‐A	  	  	  	  	  	  14.358	  	  ;	  1162	  
RLG4-­‐12.469.955-­‐C	  	  	  	  	  	  50.467	  	  ;	  1161	  
RLG4-­‐12.469.902-­‐A	  	  	  	  	  	  53.362	  	  ;	  1159	  
RLG4-­‐12.469.893-­‐G	  	  	  	  	  	  59.328	  	  ;	  1158	  
RLG4-­‐12.702.844-­‐T	  	  	  	  	  	  63.814	  	  ;	  1166	  
RLG4-­‐11.600.014-­‐G	  	  	  	  	  	  72.404	  	  ;	  1145	  
RLG4-­‐11.600.037-­‐C	  	  	  	  	  	  72.404	  	  ;	  1147	  
RLG4-­‐14.170.189-­‐C	  	  	  	  	  	  72.404	  	  ;	  1176	  
RLG4-­‐11.599.978-­‐G	  	  	  	  	  	  72.404	  	  ;	  1143	  
RLG4-­‐24.077.157-­‐C	  	  	  	  	  	  75.012	  	  ;	  1292	  
RLG4-­‐24.045.690-­‐C	  	  	  	  	  	  77.864	  	  ;	  1290	  
RLG4-­‐13.959.699-­‐T	  	  	  	  	  	  91.548	  	  ;	  1174	  
RLG4-­‐09.961.743-­‐G	  	  	  	  	  103.035	  	  ;	  1133	  
RLG4-­‐15.573.492-­‐A	  	  	  	  	  103.496	  	  ;	  1202	  
RLG4-­‐23.098.680-­‐T	  	  	  	  	  106.644	  	  ;	  1283	  
RLG4-­‐14.775.071-­‐C	  	  	  	  	  110.153	  	  ;	  1187	  
RLG4-­‐14.904.066-­‐A	  	  	  	  	  110.166	  	  ;	  1188	  
RLG4-­‐14.904.082-­‐A	  	  	  	  	  110.182	  	  ;	  1190	  
RLG4-­‐14.904.070-­‐T	  	  	  	  	  110.185	  	  ;	  1189	  
RLG4-­‐19.499.247-­‐C	  	  	  	  	  116.999	  	  ;	  1240	  
RLG4-­‐20.747.471-­‐T	  	  	  	  	  122.422	  	  ;	  1261	  
RLG4-­‐23.137.152-­‐T	  	  	  	  	  125.033	  	  ;	  1286	  
RLG4-­‐23.137.198-­‐T	  	  	  	  	  126.319	  	  ;	  1287	  
RLG4-­‐23.102.601-­‐A	  	  	  	  	  127.604	  	  ;	  1284	  
RLG4-­‐23.114.015-­‐T	  	  	  	  	  127.604	  	  ;	  1285	  
RLG4-­‐23.033.052-­‐C	  	  	  	  	  128.174	  	  ;	  1282	  
RLG4-­‐19.825.121-­‐T	  	  	  	  	  128.878	  	  ;	  1246	  
RLG4-­‐19.839.298-­‐C	  	  	  	  	  128.878	  	  ;	  1247	  
RLG4-­‐20.707.392-­‐T	  	  	  	  	  130.160	  	  ;	  1256	  
RLG4-­‐20.901.038-­‐A	  	  	  	  	  141.770	  	  ;	  1262	  
RLG4-­‐18.694.097-­‐A	  	  	  	  	  152.959	  	  ;	  1234	  
RLG4-­‐18.731.354-­‐A	  	  	  	  	  154.593	  	  ;	  1236	  
RLG4-­‐18.687.377-­‐A	  	  	  	  	  155.875	  	  ;	  1231	  
RLG4-­‐24.573.492-­‐C	  	  	  	  	  158.473	  	  ;	  1298	  
RLG4-­‐24.401.839-­‐C	  	  	  	  	  159.203	  	  ;	  1294	  
RLG4-­‐17.204.861-­‐T	  	  	  	  	  159.747	  	  ;	  1213	  
RLG4-­‐24.105.277-­‐G	  	  	  	  	  159.747	  	  ;	  1293	  
RLG4-­‐17.454.287-­‐T	  	  	  	  	  159.747	  	  ;	  1216	  
RLG4-­‐17.403.614-­‐C	  	  	  	  	  159.792	  	  ;	  1215	  
RLG4-­‐24.035.930-­‐T	  	  	  	  	  162.350	  	  ;	  1288	  
RLG4-­‐17.523.273-­‐C	  	  	  	  	  163.638	  	  ;	  1220	  
RLG4-­‐22.288.308-­‐C	  	  	  	  	  166.173	  	  ;	  1275	  
RLG4-­‐21.783.089-­‐C	  	  	  	  	  166.233	  	  ;	  1272	  
RLG4-­‐22.279.812-­‐T	  	  	  	  	  166.233	  	  ;	  1274	  
RLG4-­‐20.366.504-­‐G	  	  	  	  	  170.183	  	  ;	  1252	  
RLG4-­‐20.366.527-­‐T	  	  	  	  	  170.183	  	  ;	  1253	  
RLG4-­‐20.366.547-­‐G	  	  	  	  	  170.848	  	  ;	  1254	  
RLG4-­‐20.075.783-­‐G	  	  	  	  	  171.457	  	  ;	  1251	  
RLG4-­‐20.068.838-­‐C	  	  	  	  	  172.739	  	  ;	  1248	  
RLG4-­‐20.068.886-­‐G	  	  	  	  	  172.739	  	  ;	  1249	  
RLG4-­‐20.075.545-­‐A	  	  	  	  	  172.739	  	  ;	  1250	  
RLG4-­‐21.758.257-­‐A	  	  	  	  	  174.684	  	  ;	  1271	  
RLG4-­‐22.458.069-­‐A	  	  	  	  	  176.617	  	  ;	  1277	  
RLG4-­‐22.467.016-­‐C	  	  	  	  	  176.617	  	  ;	  1278	  
RLG4-­‐22.454.739-­‐G	  	  	  	  	  176.617	  	  ;	  1276	  
RLG4-­‐19.551.651-­‐T	  	  	  	  	  189.149	  	  ;	  1245	  
RLG4-­‐19.551.601-­‐G	  	  	  	  	  192.045	  	  ;	  1244	  
;	  Wed,	  16	  Apr	  2014,	  19:10:08	  
;	  ngrp=1,	  nloc=18	  
group	  2	  
RLG4-­‐05.018.155-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1121	  
RLG4-­‐05.018.153-­‐G	  	  	  	  	  	  	  8.714	  	  ;	  1120	  
RLG4-­‐04.807.569-­‐C	  	  	  	  	  	  29.986	  	  ;	  1119	  
RLG4-­‐03.607.597-­‐A	  	  	  	  	  	  31.300	  	  ;	  1114	  
RLG4-­‐04.727.239-­‐A	  	  	  	  	  	  31.357	  	  ;	  1118	  
RLG4-­‐09.179.716-­‐T	  	  	  	  	  	  38.895	  	  ;	  1126	  
RLG4-­‐10.676.955-­‐T	  	  	  	  	  	  44.843	  	  ;	  1134	  
RLG4-­‐10.860.687-­‐C	  	  	  	  	  	  46.248	  	  ;	  1138	  
RLG4-­‐10.842.794-­‐G	  	  	  	  	  	  47.410	  	  ;	  1137	  
RLG4-­‐10.842.754-­‐G	  	  	  	  	  	  47.410	  	  ;	  1136	  
RLG4-­‐11.551.866-­‐A	  	  	  	  	  	  50.008	  	  ;	  1142	  
RLG4-­‐11.520.665-­‐A	  	  	  	  	  	  50.008	  	  ;	  1141	  
RLG4-­‐11.602.468-­‐G	  	  	  	  	  	  50.008	  	  ;	  1148	  
RLG4-­‐12.235.882-­‐G	  	  	  	  	  	  53.972	  	  ;	  1156	  
RLG4-­‐12.568.774-­‐T	  	  	  	  	  	  57.935	  	  ;	  1163	  
RLG4-­‐12.602.658-­‐A	  	  	  	  	  	  57.954	  	  ;	  1165	  
RLG4-­‐14.157.913-­‐C	  	  	  	  	  	  64.399	  	  ;	  1175	  
RLG4-­‐13.104.464-­‐C	  	  	  	  	  	  77.099	  	  ;	  1167	  
Ch/RLG4-­‐2b	  
;	  Wed,	  16	  Apr	  2014,	  19:03:10	  
;	  ngrp=1,	  nloc=17	  
group	  2	  
RLG4-­‐11.295.351-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1140	  
RLG4-­‐12.017.486-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.812	  	  ;	  1154	  
RLG4-­‐11.600.025-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.812	  	  ;	  1146	  
RLG4-­‐12.019.702-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.815	  	  ;	  1155	  
RLG4-­‐12.568.813-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.935	  	  ;	  1164	  
RLG4-­‐14.376.373-­‐C	  	  	  	  	  	  22.859	  	  ;	  1184	  
RLG4-­‐13.233.567-­‐G	  	  	  	  	  	  22.888	  	  ;	  1168	  
RLG4-­‐14.344.018-­‐G	  	  	  	  	  	  26.837	  	  ;	  1179	  
RLG4-­‐13.874.965-­‐A	  	  	  	  	  	  38.153	  	  ;	  1171	  
RLG4-­‐13.956.426-­‐T	  	  	  	  	  	  38.153	  	  ;	  1173	  
RLG4-­‐24.077.150-­‐C	  	  	  	  	  	  48.060	  	  ;	  1291	  
RLG4-­‐15.573.490-­‐G	  	  	  	  	  	  58.752	  	  ;	  1201	  
RLG4-­‐19.094.809-­‐C	  	  	  	  	  	  64.590	  	  ;	  1238	  
RLG4-­‐18.731.315-­‐C	  	  	  	  	  	  69.724	  	  ;	  1235	  
RLG4-­‐18.758.996-­‐C	  	  	  	  	  	  71.427	  	  ;	  1237	  
RLG4-­‐24.045.662-­‐C	  	  	  	  	  	  82.802	  	  ;	  1289	  
RLG4-­‐25.017.963-­‐T	  	  	  	  	  100.469	  	  ;	  1299	  
	  184	  
	  Ch/RLG5-­‐1	   Ch/RLG5-­‐2	  
;	  Thu,	  27	  Mar	  2014,	  19:47:38	  
;	  nloc=51	  
	  
group	  1	  
RLG5-­‐05.897.038-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1392	  
RLG5-­‐02.570.872-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.841	  	  ;	  1346	  
RLG5-­‐02.570.116-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.136	  	  ;	  1345	  
RLG5-­‐00.995.858-­‐G	  	  	  	  	  	  11.161	  	  ;	  1313	  
RLG5-­‐07.658.722-­‐G	  	  	  	  	  	  14.238	  	  ;	  1405	  
RLG5-­‐07.658.742-­‐C	  	  	  	  	  	  16.358	  	  ;	  1406	  
RLG5-­‐07.658.715-­‐G	  	  	  	  	  	  16.358	  	  ;	  1404	  
RLG5-­‐06.718.012-­‐C	  	  	  	  	  	  21.696	  	  ;	  1398	  
RLG5-­‐13.940.292-­‐G	  	  	  	  	  	  27.035	  	  ;	  1443	  
RLG5-­‐11.213.764-­‐G	  	  	  	  	  	  27.035	  	  ;	  1424	  
RLG5-­‐09.882.844-­‐T	  	  	  	  	  	  28.317	  	  ;	  1421	  
RLG5-­‐06.721.531-­‐C	  	  	  	  	  	  29.599	  	  ;	  1399	  
RLG5-­‐11.936.576-­‐G	  	  	  	  	  	  34.660	  	  ;	  1431	  
RLG5-­‐11.924.111-­‐A	  	  	  	  	  	  36.304	  	  ;	  1428	  
RLG5-­‐17.163.965-­‐A	  	  	  	  	  	  40.288	  	  ;	  1460	  
RLG5-­‐17.159.041-­‐C	  	  	  	  	  	  40.294	  	  ;	  1459	  
RLG5-­‐16.073.541-­‐C	  	  	  	  	  	  42.889	  	  ;	  1453	  
RLG5-­‐17.471.047-­‐A	  	  	  	  	  	  44.174	  	  ;	  1462	  
RLG5-­‐22.280.411-­‐G	  	  	  	  	  	  45.844	  	  ;	  1474	  
RLG5-­‐21.140.410-­‐T	  	  	  	  	  	  50.786	  	  ;	  1473	  
RLG5-­‐21.138.216-­‐A	  	  	  	  	  	  50.786	  	  ;	  1472	  
RLG5-­‐19.190.495-­‐A	  	  	  	  	  	  50.808	  	  ;	  1465	  
RLG5-­‐20.690.905-­‐G	  	  	  	  	  	  57.207	  	  ;	  1468	  
RLG5-­‐22.684.600-­‐T	  	  	  	  	  	  58.864	  	  ;	  1478	  
RLG5-­‐22.612.119-­‐A	  	  	  	  	  	  58.864	  	  ;	  1477	  
RLG5-­‐20.690.486-­‐C	  	  	  	  	  	  60.146	  	  ;	  1467	  
RLG5-­‐22.404.145-­‐A	  	  	  	  	  	  60.146	  	  ;	  1475	  
RLG5-­‐20.786.402-­‐T	  	  	  	  	  	  60.146	  	  ;	  1469	  
RLG5-­‐22.911.235-­‐C	  	  	  	  	  	  60.159	  	  ;	  1479	  
RLG5-­‐23.033.517-­‐C	  	  	  	  	  	  73.285	  	  ;	  1481	  
RLG5-­‐23.686.996-­‐C	  	  	  	  	  	  84.803	  	  ;	  1485	  
RLG5-­‐23.638.272-­‐T	  	  	  	  	  	  84.806	  	  ;	  1484	  
RLG5-­‐23.426.483-­‐A	  	  	  	  	  	  85.430	  	  ;	  1482	  
RLG5-­‐23.817.887-­‐G	  	  	  	  	  	  86.090	  	  ;	  1486	  
RLG5-­‐24.240.120-­‐T	  	  	  	  	  	  90.066	  	  ;	  1487	  
RLG5-­‐24.462.691-­‐A	  	  	  	  	  	  91.358	  	  ;	  1489	  
RLG5-­‐26.905.298-­‐G	  	  	  	  	  	  92.647	  	  ;	  1505	  
RLG5-­‐26.394.143-­‐G	  	  	  	  	  	  95.252	  	  ;	  1500	  
RLG5-­‐27.304.107-­‐G	  	  	  	  	  101.471	  	  ;	  1506	  
RLG5-­‐25.878.896-­‐T	  	  	  	  	  105.661	  	  ;	  1491	  
RLG5-­‐27.733.880-­‐G	  	  	  	  	  107.324	  	  ;	  1513	  
RLG5-­‐29.409.354-­‐C	  	  	  	  	  136.941	  	  ;	  1534	  
RLG5-­‐29.409.360-­‐G	  	  	  	  	  138.545	  	  ;	  1535	  
RLG5-­‐29.638.596-­‐G	  	  	  	  	  141.838	  	  ;	  1536	  
RLG5-­‐28.150.423-­‐C	  	  	  	  	  145.791	  	  ;	  1520	  
RLG5-­‐28.393.271-­‐C	  	  	  	  	  148.415	  	  ;	  1521	  
RLG5-­‐27.324.663-­‐T	  	  	  	  	  151.050	  	  ;	  1507	  
RLG5-­‐26.394.191-­‐T	  	  	  	  	  155.010	  	  ;	  1501	  
RLG5-­‐26.262.325-­‐C	  	  	  	  	  155.010	  	  ;	  1497	  
RLG5-­‐26.432.282-­‐C	  	  	  	  	  156.292	  	  ;	  1504	  
RLG5-­‐26.415.366-­‐T	  	  	  	  	  159.537	  	  ;	  1502	  
;	  Thu,	  27	  Mar	  2014,	  12:17:24	  
;	  ngrp=1,	  nloc=32	  
	  
group	  5	  
RLG5-­‐04.442.658-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1371	  
RLG5-­‐02.296.719-­‐C	  	  	  	  	  	  12.240	  	  ;	  1340	  
RLG5-­‐02.554.749-­‐C	  	  	  	  	  	  19.011	  	  ;	  1343	  
RLG5-­‐01.524.105-­‐T	  	  	  	  	  	  19.281	  	  ;	  1319	  
RLG5-­‐01.420.550-­‐G	  	  	  	  	  	  21.872	  	  ;	  1318	  
RLG5-­‐01.376.596-­‐G	  	  	  	  	  	  21.882	  	  ;	  1317	  
RLG5-­‐01.372.530-­‐C	  	  	  	  	  	  23.437	  	  ;	  1316	  
RLG5-­‐05.936.586-­‐G	  	  	  	  	  	  29.944	  	  ;	  1393	  
RLG5-­‐05.124.880-­‐C	  	  	  	  	  	  29.950	  	  ;	  1385	  
RLG5-­‐03.874.445-­‐G	  	  	  	  	  	  30.928	  	  ;	  1356	  
RLG5-­‐04.764.107-­‐C	  	  	  	  	  	  31.745	  	  ;	  1383	  
RLG5-­‐04.732.468-­‐G	  	  	  	  	  	  34.340	  	  ;	  1382	  
RLG5-­‐02.145.958-­‐C	  	  	  	  	  	  34.501	  	  ;	  1328	  
RLG5-­‐04.732.467-­‐A	  	  	  	  	  	  35.731	  	  ;	  1381	  
RLG5-­‐04.732.448-­‐T	  	  	  	  	  	  37.326	  	  ;	  1380	  
RLG5-­‐01.748.432-­‐A	  	  	  	  	  	  37.663	  	  ;	  1321	  
RLG5-­‐02.295.963-­‐C	  	  	  	  	  	  37.682	  	  ;	  1338	  
RLG5-­‐01.748.390-­‐A	  	  	  	  	  	  37.704	  	  ;	  1320	  
RLG5-­‐04.720.979-­‐A	  	  	  	  	  	  40.279	  	  ;	  1377	  
RLG5-­‐03.365.823-­‐T	  	  	  	  	  	  41.561	  	  ;	  1348	  
RLG5-­‐04.720.997-­‐C	  	  	  	  	  	  41.561	  	  ;	  1379	  
RLG5-­‐02.192.148-­‐G	  	  	  	  	  	  41.561	  	  ;	  1333	  
RLG5-­‐02.554.807-­‐T	  	  	  	  	  	  41.561	  	  ;	  1344	  
RLG5-­‐02.145.979-­‐C	  	  	  	  	  	  41.561	  	  ;	  1329	  
RLG5-­‐02.228.638-­‐G	  	  	  	  	  	  41.561	  	  ;	  1334	  
RLG5-­‐04.046.479-­‐T	  	  	  	  	  	  41.599	  	  ;	  1363	  
RLG5-­‐02.551.858-­‐T	  	  	  	  	  	  41.602	  	  ;	  1341	  
RLG5-­‐03.936.160-­‐G	  	  	  	  	  	  44.157	  	  ;	  1360	  
RLG5-­‐03.936.215-­‐T	  	  	  	  	  	  44.157	  	  ;	  1361	  
RLG5-­‐04.106.701-­‐A	  	  	  	  	  	  52.394	  	  ;	  1365	  
RLG5-­‐04.830.295-­‐A	  	  	  	  	  	  63.913	  	  ;	  1384	  
RLG5-­‐01.974.656-­‐G	  	  	  	  	  	  73.662	  	  ;	  1327	  
	   	  
	  185	  
Ch/RLG5-­‐3	   Ch/RLG5-­‐4	  
;	  Thu,	  27	  Mar	  2014,	  12:19:37	  
;	  nloc=18	  
	  
group	  4	  
RLG5-­‐01.229.473-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1314	  
RLG5-­‐01.232.890-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1315	  
RLG5-­‐04.158.666-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.713	  	  ;	  1366	  
RLG5-­‐02.283.206-­‐T	  	  	  	  	  	  	  6.767	  	  ;	  1337	  
RLG5-­‐02.148.872-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.767	  	  ;	  1331	  
RLG5-­‐02.148.875-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.767	  	  ;	  1332	  
RLG5-­‐03.887.041-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.767	  	  ;	  1357	  
RLG5-­‐02.148.761-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.767	  	  ;	  1330	  
RLG5-­‐06.070.340-­‐C	  	  	  	  	  	  	  8.049	  	  ;	  1396	  
RLG5-­‐03.866.268-­‐G	  	  	  	  	  	  	  8.049	  	  ;	  1355	  
RLG5-­‐16.943.991-­‐C	  	  	  	  	  	  26.182	  	  ;	  1456	  
RLG5-­‐16.122.572-­‐C	  	  	  	  	  	  31.541	  	  ;	  1454	  
RLG5-­‐16.378.339-­‐A	  	  	  	  	  	  31.541	  	  ;	  1455	  
RLG5-­‐07.933.658-­‐A	  	  	  	  	  	  35.487	  	  ;	  1412	  
RLG5-­‐09.433.914-­‐C	  	  	  	  	  	  35.487	  	  ;	  1418	  
RLG5-­‐07.934.527-­‐T	  	  	  	  	  	  35.490	  	  ;	  1415	  
RLG5-­‐07.864.847-­‐T	  	  	  	  	  	  35.490	  	  ;	  1409	  
RLG5-­‐07.967.007-­‐C	  	  	  	  	  	  49.034	  	  ;	  1416	  
;	  Thu,	  27	  Mar	  2014,	  19:14:22	  
;	  nloc=18	  
	  
group	  2	  
RLG5-­‐00.087.280-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1304	  
RLG5-­‐00.830.801-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.645	  	  ;	  1310	  
RLG5-­‐00.211.881-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.645	  	  ;	  1305	  
RLG5-­‐00.773.567-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.645	  	  ;	  1308	  
RLG5-­‐03.831.184-­‐G	  	  	  	  	  	  10.882	  	  ;	  1350	  
RLG5-­‐06.070.316-­‐A	  	  	  	  	  	  10.882	  	  ;	  1394	  
RLG5-­‐03.439.634-­‐G	  	  	  	  	  	  16.295	  	  ;	  1349	  
RLG5-­‐09.777.300-­‐C	  	  	  	  	  	  27.718	  	  ;	  1419	  
RLG5-­‐00.601.003-­‐A	  	  	  	  	  	  36.000	  	  ;	  1307	  
RLG5-­‐00.600.951-­‐C	  	  	  	  	  	  36.000	  	  ;	  1306	  
RLG5-­‐06.520.603-­‐C	  	  	  	  	  	  37.282	  	  ;	  1397	  
RLG5-­‐07.307.659-­‐C	  	  	  	  	  	  38.568	  	  ;	  1403	  
RLG5-­‐14.612.579-­‐G	  	  	  	  	  	  39.230	  	  ;	  1445	  
RLG5-­‐12.837.297-­‐G	  	  	  	  	  	  39.845	  	  ;	  1441	  
RLG5-­‐14.612.633-­‐C	  	  	  	  	  	  39.949	  	  ;	  1447	  
RLG5-­‐10.668.741-­‐G	  	  	  	  	  	  46.597	  	  ;	  1423	  
RLG5-­‐12.969.521-­‐T	  	  	  	  	  	  46.597	  	  ;	  1442	  
RLG5-­‐11.924.119-­‐C	  	  	  	  	  	  47.938	  	  ;	  1429	  Ch/RLG5-­‐5	   	  
;	  Thu,	  27	  Mar	  2014,	  19:44:38	  
;	  ngrp=1,	  nloc=22	  
	  
group	  3	  
RLG5-­‐27.324.672-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1508	  
RLG5-­‐28.759.411-­‐T	  	  	  	  	  	  	  4.300	  	  ;	  1524	  
RLG5-­‐26.188.930-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.941	  	  ;	  1496	  
RLG5-­‐26.038.899-­‐T	  	  	  	  	  	  	  8.227	  	  ;	  1494	  
RLG5-­‐26.432.281-­‐A	  	  	  	  	  	  10.828	  	  ;	  1503	  
RLG5-­‐26.264.654-­‐C	  	  	  	  	  	  13.426	  	  ;	  1498	  
RLG5-­‐26.356.767-­‐T	  	  	  	  	  	  13.426	  	  ;	  1499	  
RLG5-­‐25.967.743-­‐T	  	  	  	  	  	  14.900	  	  ;	  1493	  
RLG5-­‐25.967.742-­‐C	  	  	  	  	  	  14.906	  	  ;	  1492	  
RLG5-­‐26.078.788-­‐C	  	  	  	  	  	  17.301	  	  ;	  1495	  
RLG5-­‐28.492.781-­‐T	  	  	  	  	  	  18.590	  	  ;	  1522	  
RLG5-­‐27.444.635-­‐G	  	  	  	  	  	  21.198	  	  ;	  1510	  
RLG5-­‐27.358.805-­‐C	  	  	  	  	  	  23.799	  	  ;	  1509	  
RLG5-­‐27.869.748-­‐G	  	  	  	  	  	  26.397	  	  ;	  1516	  
RLG5-­‐28.009.229-­‐G	  	  	  	  	  	  27.683	  	  ;	  1518	  
RLG5-­‐27.861.851-­‐C	  	  	  	  	  	  28.968	  	  ;	  1514	  
RLG5-­‐27.978.967-­‐C	  	  	  	  	  	  30.250	  	  ;	  1517	  
RLG5-­‐28.054.169-­‐G	  	  	  	  	  	  30.250	  	  ;	  1519	  
RLG5-­‐27.685.110-­‐C	  	  	  	  	  	  31.858	  	  ;	  1511	  
RLG5-­‐29.069.033-­‐G	  	  	  	  	  	  36.888	  	  ;	  1530	  
RLG5-­‐29.086.889-­‐C	  	  	  	  	  	  38.170	  	  ;	  1531	  
RLG5-­‐29.173.753-­‐T	  	  	  	  	  	  39.820	  	  ;	  1532	  
	  
	   	  
	  186	  
Ch/RLG6-­‐1	   	  
;	  Mon,	  31	  Mar	  2014,	  16:05:48	  
;	  nloc=40	  
	  
group	  2	  
RLG6-­‐12.222.795-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1630	  
RLG6-­‐12.000.393-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.239	  	  ;	  1624	  
RLG6-­‐15.859.138-­‐C	  	  	  	  	  	  13.204	  	  ;	  1663	  
RLG6-­‐10.913.985-­‐T	  	  	  	  	  	  21.081	  	  ;	  1614	  
RLG6-­‐17.978.179-­‐G	  	  	  	  	  	  24.114	  	  ;	  1683	  
RLG6-­‐19.772.583-­‐A	  	  	  	  	  	  30.892	  	  ;	  1705	  
RLG6-­‐17.816.518-­‐G	  	  	  	  	  	  41.542	  	  ;	  1681	  
RLG6-­‐18.863.608-­‐C	  	  	  	  	  	  44.828	  	  ;	  1692	  
RLG6-­‐20.042.532-­‐A	  	  	  	  	  	  44.828	  	  ;	  1707	  
RLG6-­‐18.199.452-­‐G	  	  	  	  	  	  46.110	  	  ;	  1685	  
RLG6-­‐26.041.369-­‐A	  	  	  	  	  	  54.355	  	  ;	  1748	  
RLG6-­‐26.041.309-­‐T	  	  	  	  	  	  55.640	  	  ;	  1746	  
RLG6-­‐25.874.815-­‐A	  	  	  	  	  	  56.926	  	  ;	  1741	  
RLG6-­‐29.058.685-­‐C	  	  	  	  	  	  59.524	  	  ;	  1768	  
RLG6-­‐26.675.892-­‐A	  	  	  	  	  	  60.806	  	  ;	  1756	  
RLG6-­‐26.675.355-­‐G	  	  	  	  	  	  60.806	  	  ;	  1755	  
RLG6-­‐28.244.143-­‐C	  	  	  	  	  	  60.812	  	  ;	  1763	  
RLG6-­‐27.387.834-­‐A	  	  	  	  	  	  64.765	  	  ;	  1760	  
RLG6-­‐28.166.164-­‐T	  	  	  	  	  	  68.725	  	  ;	  1762	  
RLG6-­‐27.387.858-­‐C	  	  	  	  	  	  70.641	  	  ;	  1761	  
RLG6-­‐27.086.009-­‐T	  	  	  	  	  	  72.596	  	  ;	  1759	  
RLG6-­‐29.796.938-­‐T	  	  	  	  	  	  73.885	  	  ;	  1782	  
RLG6-­‐29.805.658-­‐A	  	  	  	  	  	  76.496	  	  ;	  1784	  
RLG6-­‐29.501.526-­‐G	  	  	  	  	  	  77.785	  	  ;	  1774	  
RLG6-­‐29.211.760-­‐C	  	  	  	  	  	  79.067	  	  ;	  1771	  
RLG6-­‐32.445.738-­‐A	  	  	  	  	  	  84.405	  	  ;	  1803	  
RLG6-­‐32.264.666-­‐T	  	  	  	  	  	  85.687	  	  ;	  1801	  
RLG6-­‐32.206.104-­‐A	  	  	  	  	  	  86.969	  	  ;	  1799	  
RLG6-­‐34.188.598-­‐C	  	  	  	  	  	  86.969	  	  ;	  1818	  
RLG6-­‐37.889.534-­‐C	  	  	  	  	  	  99.259	  	  ;	  1852	  
RLG6-­‐37.782.099-­‐G	  	  	  	  	  100.632	  	  ;	  1850	  
RLG6-­‐38.056.010-­‐C	  	  	  	  	  100.641	  	  ;	  1855	  
RLG6-­‐37.892.043-­‐T	  	  	  	  	  103.433	  	  ;	  1853	  
RLG6-­‐37.635.880-­‐C	  	  	  	  	  107.475	  	  ;	  1846	  
RLG6-­‐38.056.419-­‐T	  	  	  	  	  107.618	  	  ;	  1856	  
RLG6-­‐37.497.272-­‐T	  	  	  	  	  107.618	  	  ;	  1839	  
RLG6-­‐37.355.411-­‐T	  	  	  	  	  108.900	  	  ;	  1835	  
RLG6-­‐37.176.180-­‐G	  	  	  	  	  108.900	  	  ;	  1825	  
RLG6-­‐37.355.377-­‐C	  	  	  	  	  108.957	  	  ;	  1832	  
RLG6-­‐40.090.654-­‐A	  	  	  	  	  111.601	  	  ;	  1877	  
	  
	   	  
	  187	  
Ch/RLG6-­‐2	   	  
;	  Mon,	  31	  Mar	  2014,	  16:57:54	  
;	  nloc=85	  
	  
group	  1	  
RLG6-­‐09.179.698-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1594	  
RLG6-­‐09.124.996-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.685	  	  ;	  1592	  
RLG6-­‐09.179.685-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.691	  	  ;	  1593	  
RLG6-­‐09.206.059-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.691	  	  ;	  1595	  
RLG6-­‐12.246.057-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.691	  	  ;	  1632	  
RLG6-­‐09.124.950-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.691	  	  ;	  1591	  
RLG6-­‐12.257.397-­‐C	  	  	  	  	  	  	  3.973	  	  ;	  1634	  
RLG6-­‐09.063.620-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.561	  	  ;	  1583	  
RLG6-­‐09.081.341-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.571	  	  ;	  1584	  
RLG6-­‐09.062.134-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.571	  	  ;	  1582	  
RLG6-­‐09.001.829-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.571	  	  ;	  1580	  
RLG6-­‐09.001.875-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.571	  	  ;	  1581	  
RLG6-­‐09.081.350-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.571	  	  ;	  1585	  
RLG6-­‐08.943.429-­‐G	  	  	  	  	  	  	  7.856	  	  ;	  1579	  
RLG6-­‐15.530.559-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.141	  	  ;	  1648	  
RLG6-­‐13.052.719-­‐T	  	  	  	  	  	  10.424	  	  ;	  1638	  
RLG6-­‐11.883.538-­‐A	  	  	  	  	  	  13.025	  	  ;	  1620	  
RLG6-­‐11.884.396-­‐C	  	  	  	  	  	  16.943	  	  ;	  1623	  
RLG6-­‐12.004.753-­‐G	  	  	  	  	  	  20.135	  	  ;	  1629	  
RLG6-­‐13.688.104-­‐G	  	  	  	  	  	  22.278	  	  ;	  1640	  
RLG6-­‐13.708.522-­‐T	  	  	  	  	  	  22.278	  	  ;	  1641	  
RLG6-­‐15.864.754-­‐A	  	  	  	  	  	  23.867	  	  ;	  1664	  
RLG6-­‐13.998.159-­‐T	  	  	  	  	  	  28.080	  	  ;	  1644	  
RLG6-­‐13.998.108-­‐G	  	  	  	  	  	  28.080	  	  ;	  1643	  
RLG6-­‐18.247.021-­‐T	  	  	  	  	  	  34.311	  	  ;	  1686	  
RLG6-­‐24.147.595-­‐G	  	  	  	  	  	  39.737	  	  ;	  1730	  
RLG6-­‐18.260.864-­‐G	  	  	  	  	  	  42.422	  	  ;	  1687	  
RLG6-­‐13.268.018-­‐T	  	  	  	  	  	  45.030	  	  ;	  1639	  
RLG6-­‐17.978.183-­‐T	  	  	  	  	  	  45.036	  	  ;	  1684	  
RLG6-­‐16.981.855-­‐A	  	  	  	  	  	  46.962	  	  ;	  1674	  
RLG6-­‐25.971.767-­‐C	  	  	  	  	  	  48.914	  	  ;	  1744	  
RLG6-­‐24.316.946-­‐C	  	  	  	  	  	  49.340	  	  ;	  1732	  
RLG6-­‐25.855.171-­‐T	  	  	  	  	  	  49.788	  	  ;	  1740	  
RLG6-­‐26.316.119-­‐C	  	  	  	  	  	  50.185	  	  ;	  1751	  
RLG6-­‐25.874.866-­‐A	  	  	  	  	  	  50.185	  	  ;	  1743	  
RLG6-­‐26.041.338-­‐A	  	  	  	  	  	  50.185	  	  ;	  1747	  
RLG6-­‐23.115.955-­‐C	  	  	  	  	  	  50.185	  	  ;	  1729	  
RLG6-­‐26.021.532-­‐C	  	  	  	  	  	  50.185	  	  ;	  1745	  
RLG6-­‐24.691.459-­‐A	  	  	  	  	  	  51.467	  	  ;	  1736	  
RLG6-­‐24.315.641-­‐G	  	  	  	  	  	  53.429	  	  ;	  1731 
RLG6-­‐29.055.977-­‐G	  	  	  	  	  	  55.339	  	  ;	  1765	  
RLG6-­‐29.055.994-­‐C	  	  	  	  	  	  55.339	  	  ;	  1766	  
RLG6-­‐29.058.726-­‐G	  	  	  	  	  	  55.339	  	  ;	  1769	  
RLG6-­‐29.058.654-­‐T	  	  	  	  	  	  55.339	  	  ;	  1767	  
RLG6-­‐25.157.695-­‐A	  	  	  	  	  	  57.897	  	  ;	  1737	  
RLG6-­‐26.411.348-­‐A	  	  	  	  	  	  57.935	  	  ;	  1753	  
RLG6-­‐26.411.481-­‐G	  	  	  	  	  	  57.935	  	  ;	  1754	  
RLG6-­‐26.998.631-­‐A	  	  	  	  	  	  59.217	  	  ;	  1757	  
RLG6-­‐29.894.412-­‐A	  	  	  	  	  	  59.217	  	  ;	  1788	  
RLG6-­‐29.889.689-­‐C	  	  	  	  	  	  59.217	  	  ;	  1787	  
RLG6-­‐29.851.313-­‐A	  	  	  	  	  	  59.217	  	  ;	  1785	  
RLG6-­‐27.032.073-­‐C	  	  	  	  	  	  59.217	  	  ;	  1758	  
RLG6-­‐29.789.349-­‐C	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1780	  
RLG6-­‐29.784.074-­‐G	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1779	  
RLG6-­‐29.744.716-­‐C	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1778	  
RLG6-­‐29.501.586-­‐T	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1775	  
RLG6-­‐29.519.256-­‐A	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1776	  
RLG6-­‐29.688.975-­‐A	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1777	  
RLG6-­‐29.805.648-­‐A	  	  	  	  	  	  60.499	  	  ;	  1783	  
RLG6-­‐29.490.206-­‐G	  	  	  	  	  	  61.788	  	  ;	  1773	  
RLG6-­‐29.312.269-­‐C	  	  	  	  	  	  63.083	  	  ;	  1772	  
RLG6-­‐29.211.659-­‐C	  	  	  	  	  	  65.698	  	  ;	  1770	  
RLG6-­‐32.206.049-­‐G	  	  	  	  	  	  70.049	  	  ;	  1798	  
RLG6-­‐38.080.893-­‐G	  	  	  	  	  	  81.048	  	  ;	  1857	  
RLG6-­‐37.355.378-­‐G	  	  	  	  	  	  82.337	  	  ;	  1833	  
RLG6-­‐37.349.162-­‐G	  	  	  	  	  	  83.626	  	  ;	  1831	  
RLG6-­‐37.355.400-­‐C	  	  	  	  	  	  84.921	  	  ;	  1834	  
RLG6-­‐37.495.729-­‐C	  	  	  	  	  	  84.921	  	  ;	  1838	  
RLG6-­‐37.782.055-­‐C	  	  	  	  	  	  84.921	  	  ;	  1848	  
RLG6-­‐37.592.819-­‐T	  	  	  	  	  	  84.921	  	  ;	  1843	  
RLG6-­‐37.349.069-­‐T	  	  	  	  	  	  84.921	  	  ;	  1830	  
RLG6-­‐37.635.864-­‐T	  	  	  	  	  	  84.921	  	  ;	  1845	  
RLG6-­‐37.786.190-­‐G	  	  	  	  	  	  85.455	  	  ;	  1851	  
RLG6-­‐37.522.537-­‐A	  	  	  	  	  	  85.808	  	  ;	  1842	  
RLG6-­‐37.349.032-­‐C	  	  	  	  	  	  86.192	  	  ;	  1828	  
RLG6-­‐37.349.027-­‐G	  	  	  	  	  	  86.192	  	  ;	  1827	  
RLG6-­‐39.901.083-­‐T	  	  	  	  	  	  90.142	  	  ;	  1873	  
RLG6-­‐39.464.904-­‐A	  	  	  	  	  	  90.743	  	  ;	  1861	  
RLG6-­‐39.393.017-­‐T	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1860	  
RLG6-­‐39.901.067-­‐T	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1870	  
RLG6-­‐39.949.901-­‐G	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1875	  
RLG6-­‐39.720.207-­‐G	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1866	  
RLG6-­‐39.856.539-­‐G	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1868	  
RLG6-­‐39.704.089-­‐C	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1865	  
RLG6-­‐39.573.056-­‐A	  	  	  	  	  	  91.415	  	  ;	  1862 	   	  
	  188	  
Ch/RLG6-­‐3	   Ch/RLG6-­‐4	  
;	  Mon,	  31	  Mar	  2014,	  16:16:16	  
;	  nloc=20	  
	  
group	  2	  
RLG6-­‐01.237.154-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1538	  
RLG6-­‐01.726.703-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.795	  	  ;	  1539	  
RLG6-­‐01.860.539-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.795	  	  ;	  1542	  
RLG6-­‐02.451.082-­‐T	  	  	  	  	  	  	  5.393	  	  ;	  1544	  
RLG6-­‐02.836.407-­‐G	  	  	  	  	  	  12.160	  	  ;	  1549	  
RLG6-­‐03.023.482-­‐T	  	  	  	  	  	  13.442	  	  ;	  1551	  
RLG6-­‐03.006.256-­‐T	  	  	  	  	  	  14.737	  	  ;	  1550	  
RLG6-­‐03.092.166-­‐C	  	  	  	  	  	  17.369	  	  ;	  1553	  
RLG6-­‐03.539.776-­‐A	  	  	  	  	  	  24.176	  	  ;	  1557	  
RLG6-­‐15.736.840-­‐G	  	  	  	  	  	  29.518	  	  ;	  1662	  
RLG6-­‐06.552.370-­‐C	  	  	  	  	  	  32.132	  	  ;	  1569	  
RLG6-­‐08.189.496-­‐G	  	  	  	  	  	  38.917	  	  ;	  1577	  
RLG6-­‐08.189.490-­‐A	  	  	  	  	  	  38.917	  	  ;	  1576	  
RLG6-­‐09.514.222-­‐G	  	  	  	  	  	  51.564	  	  ;	  1600	  
RLG6-­‐14.086.994-­‐C	  	  	  	  	  	  53.123	  	  ;	  1645	  
RLG6-­‐17.200.735-­‐T	  	  	  	  	  	  55.708	  	  ;	  1676	  
RLG6-­‐20.627.496-­‐C	  	  	  	  	  	  55.727	  	  ;	  1715	  
RLG6-­‐11.526.189-­‐C	  	  	  	  	  	  57.639	  	  ;	  1619	  
RLG6-­‐19.221.531-­‐A	  	  	  	  	  	  59.618	  	  ;	  1699	  
RLG6-­‐20.627.488-­‐T	  	  	  	  	  	  63.574	  	  ;	  1714	  
;	  Mon,	  31	  Mar	  2014,	  16:09:46	  
;	  nloc=11	  
	  
group	  3	  
RLG6-­‐34.154.984-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1816	  
RLG6-­‐34.188.562-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.334	  	  ;	  1817	  
RLG6-­‐33.910.336-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.626	  	  ;	  1815	  
RLG6-­‐33.881.364-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.626	  	  ;	  1814	  
RLG6-­‐33.852.133-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.908	  	  ;	  1811	  
RLG6-­‐37.355.441-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.506	  	  ;	  1836	  
RLG6-­‐37.782.088-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.788	  	  ;	  1849	  
RLG6-­‐37.491.959-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.788	  	  ;	  1837	  
RLG6-­‐37.501.727-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.070	  	  ;	  1840	  
RLG6-­‐37.592.855-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.070	  	  ;	  1844	  
RLG6-­‐38.054.736-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.070	  	  ;	  1854	  
	   	  
	  189	  
Ch/RLG7-­‐1	   	  
;	  Mon,	  24	  Mar	  2014,	  16:44:37	  
;	  ngrp=1,	  nloc=66	  
	  
group	  1	  
RLG7-­‐01.991.293-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1919	  
RLG7-­‐02.003.880-­‐C	  	  	  	  	  	  	  4.249	  	  ;	  1921	  
RLG7-­‐01.395.074-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.573	  	  ;	  1906	  
RLG7-­‐00.344.043-­‐G	  	  	  	  	  	  	  8.214	  	  ;	  1879	  
RLG7-­‐00.613.858-­‐T	  	  	  	  	  	  	  9.513	  	  ;	  1889	  
RLG7-­‐01.541.557-­‐C	  	  	  	  	  	  12.141	  	  ;	  1910	  
RLG7-­‐01.293.520-­‐T	  	  	  	  	  	  12.141	  	  ;	  1903	  
RLG7-­‐02.097.196-­‐C	  	  	  	  	  	  15.474	  	  ;	  1923	  
RLG7-­‐02.594.575-­‐A	  	  	  	  	  	  18.689	  	  ;	  1939	  
RLG7-­‐03.002.107-­‐T	  	  	  	  	  	  18.705	  	  ;	  1942	  
RLG7-­‐02.391.644-­‐C	  	  	  	  	  	  18.730	  	  ;	  1929	  
RLG7-­‐02.403.350-­‐T	  	  	  	  	  	  21.302	  	  ;	  1936	  
RLG7-­‐02.991.988-­‐T	  	  	  	  	  	  21.302	  	  ;	  1940	  
RLG7-­‐03.195.963-­‐A	  	  	  	  	  	  22.584	  	  ;	  1948	  
RLG7-­‐04.658.694-­‐G	  	  	  	  	  	  22.600	  	  ;	  1974	  
RLG7-­‐04.682.291-­‐C	  	  	  	  	  	  25.184	  	  ;	  1975	  
RLG7-­‐04.479.126-­‐T	  	  	  	  	  	  33.448	  	  ;	  1970	  
RLG7-­‐04.480.899-­‐G	  	  	  	  	  	  38.811	  	  ;	  1971	  
RLG7-­‐03.188.002-­‐G	  	  	  	  	  	  39.483	  	  ;	  1947	  
RLG7-­‐04.701.016-­‐G	  	  	  	  	  	  40.088	  	  ;	  1977	  
RLG7-­‐03.157.426-­‐G	  	  	  	  	  	  40.088	  	  ;	  1946	  
RLG7-­‐03.330.228-­‐C	  	  	  	  	  	  41.371	  	  ;	  1953	  
RLG7-­‐03.322.077-­‐T	  	  	  	  	  	  41.371	  	  ;	  1951	  
RLG7-­‐03.336.461-­‐G	  	  	  	  	  	  41.371	  	  ;	  1955	  
RLG7-­‐03.300.746-­‐A	  	  	  	  	  	  42.653	  	  ;	  1950	  
RLG7-­‐03.300.745-­‐C	  	  	  	  	  	  42.653	  	  ;	  1949	  
RLG7-­‐04.300.732-­‐A	  	  	  	  	  	  44.588	  	  ;	  1969	  
RLG7-­‐04.182.191-­‐T	  	  	  	  	  	  46.550	  	  ;	  1968	  
RLG7-­‐03.769.359-­‐A	  	  	  	  	  	  46.706	  	  ;	  1959	  
RLG7-­‐03.799.367-­‐A	  	  	  	  	  	  48.232	  	  ;	  1961	  
RLG7-­‐03.799.334-­‐C	  	  	  	  	  	  51.820	  	  ;	  1960	  
RLG7-­‐05.534.133-­‐G	  	  	  	  	  	  54.438	  	  ;	  1989	  
RLG7-­‐03.952.461-­‐A	  	  	  	  	  	  55.720	  	  ;	  1964	  
RLG7-­‐03.723.953-­‐G	  	  	  	  	  	  55.720	  	  ;	  1956	  
RLG7-­‐04.057.154-­‐C	  	  	  	  	  	  55.720	  	  ;	  1966	  
RLG7-­‐04.057.142-­‐A	  	  	  	  	  	  55.720	  	  ;	  1965	  
RLG7-­‐05.531.149-­‐T	  	  	  	  	  	  58.364	  	  ;	  1988	  
RLG7-­‐05.783.332-­‐T	  	  	  	  	  	  65.204	  	  ;	  1991	  
RLG7-­‐05.162.904-­‐T	  	  	  	  	  	  66.486	  	  ;	  1981	  
RLG7-­‐05.935.502-­‐T	  	  	  	  	  	  68.133	  	  ;	  1996	  
RLG7-­‐08.068.942-­‐C	  	  	  	  	  	  73.107	  	  ;	  2043	  
RLG7-­‐08.068.909-­‐C	  	  	  	  	  	  75.705	  	  ;	  2040	  
RLG7-­‐06.897.424-­‐T	  	  	  	  	  	  79.654	  	  ;	  2012	  
RLG7-­‐07.828.915-­‐G	  	  	  	  	  	  79.654	  	  ;	  2035	  
RLG7-­‐07.739.077-­‐A	  	  	  	  	  	  82.219	  	  ;	  2031	  
RLG7-­‐06.832.841-­‐A	  	  	  	  	  	  82.250	  	  ;	  2010	  
RLG7-­‐06.020.864-­‐G	  	  	  	  	  	  84.792	  	  ;	  1999	  
RLG7-­‐07.321.973-­‐G	  	  	  	  	  	  84.846	  	  ;	  2022	  
RLG7-­‐08.242.349-­‐T	  	  	  	  	  	  86.131	  	  ;	  2045	  
RLG7-­‐07.164.896-­‐G	  	  	  	  	  	  87.804	  	  ;	  2014	  
RLG7-­‐10.153.924-­‐G	  	  	  	  	  107.381	  	  ;	  2074	  
RLG7-­‐10.153.904-­‐G	  	  	  	  	  107.381	  	  ;	  2073	  
RLG7-­‐10.132.371-­‐C	  	  	  	  	  108.921	  	  ;	  2072	  
RLG7-­‐09.625.786-­‐A	  	  	  	  	  116.939	  	  ;	  2063	  
RLG7-­‐09.625.782-­‐T	  	  	  	  	  126.692	  	  ;	  2062	  
RLG7-­‐10.476.177-­‐C	  	  	  	  	  130.689	  	  ;	  2078	  
RLG7-­‐10.476.188-­‐A	  	  	  	  	  134.670	  	  ;	  2079	  
RLG7-­‐11.246.171-­‐T	  	  	  	  	  137.384	  	  ;	  2092	  
RLG7-­‐11.251.071-­‐A	  	  	  	  	  139.926	  	  ;	  2093	  
RLG7-­‐12.712.817-­‐T	  	  	  	  	  145.866	  	  ;	  2102	  
RLG7-­‐11.021.191-­‐A	  	  	  	  	  153.544	  	  ;	  2088	  
RLG7-­‐13.923.601-­‐G	  	  	  	  	  155.456	  	  ;	  2112	  
RLG7-­‐12.499.417-­‐T	  	  	  	  	  157.455	  	  ;	  2101	  
RLG7-­‐14.529.196-­‐A	  	  	  	  	  165.180	  	  ;	  2116	  
RLG7-­‐14.501.053-­‐T	  	  	  	  	  166.618	  	  ;	  2114	  
RLG7-­‐14.542.352-­‐T	  	  	  	  	  170.431	  	  ;	  2118	  
	   	  
	  190	  
Ch/RLG7-­‐2	   	  
;	  Sat,	  5	  Apr	  2014,	  20:53:51	  
;	  ngrp=1,	  nloc=30	  
	  
group	  1	  
RLG7-­‐00.831.508-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1901	  
RLG7-­‐00.714.705-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.389	  	  ;	  1895	  
RLG7-­‐00.784.102-­‐C	  	  	  	  	  	  10.688	  	  ;	  1896	  
RLG7-­‐00.634.516-­‐C	  	  	  	  	  	  11.996	  	  ;	  1892	  
RLG7-­‐00.633.002-­‐G	  	  	  	  	  	  13.297	  	  ;	  1891	  
RLG7-­‐00.344.051-­‐A	  	  	  	  	  	  18.664	  	  ;	  1881	  
RLG7-­‐02.097.215-­‐T	  	  	  	  	  	  28.015	  	  ;	  1924	  
RLG7-­‐02.289.382-­‐A	  	  	  	  	  	  32.067	  	  ;	  1926	  
RLG7-­‐02.403.232-­‐A	  	  	  	  	  	  33.727	  	  ;	  1931	  
RLG7-­‐03.131.128-­‐T	  	  	  	  	  	  39.066	  	  ;	  1944	  
RLG7-­‐03.084.273-­‐A	  	  	  	  	  	  40.348	  	  ;	  1943	  
RLG7-­‐06.029.365-­‐T	  	  	  	  	  	  45.686	  	  ;	  2001	  
RLG7-­‐07.257.789-­‐C	  	  	  	  	  	  45.686	  	  ;	  2019	  
RLG7-­‐06.104.839-­‐G	  	  	  	  	  	  46.975	  	  ;	  2004	  
RLG7-­‐05.901.402-­‐C	  	  	  	  	  	  48.263	  	  ;	  1994	  
RLG7-­‐06.030.158-­‐G	  	  	  	  	  	  48.263	  	  ;	  2002	  
RLG7-­‐06.029.270-­‐C	  	  	  	  	  	  49.545	  	  ;	  2000	  
RLG7-­‐07.711.877-­‐A	  	  	  	  	  	  50.827	  	  ;	  2026	  
RLG7-­‐09.279.654-­‐G	  	  	  	  	  	  53.439	  	  ;	  2061	  
RLG7-­‐08.934.523-­‐G	  	  	  	  	  	  57.409	  	  ;	  2052	  
RLG7-­‐08.651.834-­‐T	  	  	  	  	  	  59.115	  	  ;	  2050	  
RLG7-­‐07.711.955-­‐T	  	  	  	  	  	  62.628	  	  ;	  2028	  
RLG7-­‐07.204.731-­‐G	  	  	  	  	  	  62.628	  	  ;	  2017	  
RLG7-­‐10.052.964-­‐T	  	  	  	  	  	  82.586	  	  ;	  2071	  
RLG7-­‐11.076.891-­‐G	  	  	  	  	  	  82.586	  	  ;	  2091	  
RLG7-­‐09.861.855-­‐T	  	  	  	  	  	  82.586	  	  ;	  2069	  
RLG7-­‐11.008.446-­‐C	  	  	  	  	  	  83.871	  	  ;	  2086	  
RLG7-­‐13.777.015-­‐G	  	  	  	  	  	  85.160	  	  ;	  2111	  
RLG7-­‐11.251.126-­‐G	  	  	  	  	  	  89.112	  	  ;	  2094	  
RLG7-­‐12.741.773-­‐A	  	  	  	  	  	  90.401	  	  ;	  2103 
	  
	   	  
	  191	  
Ch/RLG7-­‐3	   Ch/RLG7-­‐4	  
;	  Sat,	  5	  Apr	  2014,	  21:40:02	  
;	  ngrp=1,	  nloc=51	  
	  
group	  1	  
RLG7-­‐00.488.570-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1885	  
RLG7-­‐01.672.826-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.196	  	  ;	  1914	  
RLG7-­‐01.352.306-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.892	  	  ;	  1905	  
RLG7-­‐00.551.633-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1887	  
RLG7-­‐01.966.862-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1918	  
RLG7-­‐01.612.850-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1913	  
RLG7-­‐01.612.821-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1912	  
RLG7-­‐01.687.673-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1916	  
RLG7-­‐01.350.110-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1904	  
RLG7-­‐01.991.346-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1920	  
RLG7-­‐01.395.082-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1907	  
RLG7-­‐00.551.604-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1886	  
RLG7-­‐01.788.759-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1917	  
RLG7-­‐01.556.757-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.533	  	  ;	  1911	  
RLG7-­‐00.831.494-­‐G	  	  	  	  	  	  	  7.193	  	  ;	  1898	  
RLG7-­‐02.289.353-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.014	  	  ;	  1925	  
RLG7-­‐02.594.565-­‐T	  	  	  	  	  	  10.697	  	  ;	  1938	  
RLG7-­‐02.403.295-­‐T	  	  	  	  	  	  11.985	  	  ;	  1933	  
RLG7-­‐02.992.033-­‐A	  	  	  	  	  	  13.267	  	  ;	  1941	  
RLG7-­‐03.325.273-­‐T	  	  	  	  	  	  15.865	  	  ;	  1952	  
RLG7-­‐04.658.565-­‐T	  	  	  	  	  	  15.865	  	  ;	  1973	  
RLG7-­‐03.157.405-­‐G	  	  	  	  	  	  15.865	  	  ;	  1945	  
RLG7-­‐04.781.479-­‐G	  	  	  	  	  	  15.865	  	  ;	  1978	  
RLG7-­‐03.735.831-­‐C	  	  	  	  	  	  18.463	  	  ;	  1958	  
RLG7-­‐05.614.734-­‐A	  	  	  	  	  	  18.463	  	  ;	  1990	  
RLG7-­‐03.723.989-­‐T	  	  	  	  	  	  19.746	  	  ;	  1957	  
RLG7-­‐04.182.178-­‐C	  	  	  	  	  	  19.746	  	  ;	  1967	  
RLG7-­‐05.422.078-­‐A	  	  	  	  	  	  22.344	  	  ;	  1987	  
RLG7-­‐05.172.623-­‐A	  	  	  	  	  	  24.942	  	  ;	  1983	  
RLG7-­‐05.171.446-­‐G	  	  	  	  	  	  24.942	  	  ;	  1982	  
RLG7-­‐06.701.744-­‐A	  	  	  	  	  	  25.652	  	  ;	  2005	  
RLG7-­‐07.739.467-­‐A	  	  	  	  	  	  26.216	  	  ;	  2032	  
RLG7-­‐07.739.073-­‐C	  	  	  	  	  	  26.216	  	  ;	  2030	  
RLG7-­‐07.828.927-­‐T	  	  	  	  	  	  26.216	  	  ;	  2036	  
RLG7-­‐06.713.427-­‐A	  	  	  	  	  	  26.216	  	  ;	  2006	  
RLG7-­‐07.888.873-­‐G	  	  	  	  	  	  27.498	  	  ;	  2038	  
RLG7-­‐08.068.930-­‐T	  	  	  	  	  	  27.498	  	  ;	  2042	  
RLG7-­‐08.427.951-­‐G	  	  	  	  	  	  28.780	  	  ;	  2048	  
RLG7-­‐07.257.796-­‐T	  	  	  	  	  	  30.062	  	  ;	  2020	  
RLG7-­‐07.204.727-­‐A	  	  	  	  	  	  30.071	  	  ;	  2016	  
RLG7-­‐07.164.998-­‐G	  	  	  	  	  	  40.525	  	  ;	  2015	  
RLG7-­‐07.327.660-­‐G	  	  	  	  	  	  50.909	  	  ;	  2023	  
RLG7-­‐08.262.977-­‐T	  	  	  	  	  	  51.077	  	  ;	  2047	  
RLG7-­‐08.262.951-­‐G	  	  	  	  	  	  51.077	  	  ;	  2046	  
RLG7-­‐10.158.156-­‐A	  	  	  	  	  	  59.121	  	  ;	  2075	  
RLG7-­‐09.777.408-­‐C	  	  	  	  	  	  60.586	  	  ;	  2067	  
RLG7-­‐09.669.616-­‐C	  	  	  	  	  	  63.184	  	  ;	  2064	  
RLG7-­‐09.669.642-­‐A	  	  	  	  	  	  64.466	  	  ;	  2065	  
RLG7-­‐11.959.992-­‐A	  	  	  	  	  	  64.466	  	  ;	  2095	  
RLG7-­‐10.780.849-­‐A	  	  	  	  	  	  76.292	  	  ;	  2081	  
RLG7-­‐10.780.866-­‐C	  	  	  	  	  	  83.041	  	  ;	  2082	  
;	  Sat,	  5	  Apr	  2014,	  20:47:22	  
;	  ngrp=1,	  nloc=13	  
	  
group	  2	  
RLG7-­‐00.047.472-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1878	  
RLG7-­‐00.350.301-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1882	  
RLG7-­‐01.518.626-­‐G	  	  	  	  	  	  	  4.984	  	  ;	  1909	  
RLG7-­‐00.831.501-­‐G	  	  	  	  	  	  10.400	  	  ;	  1899	  
RLG7-­‐00.784.115-­‐G	  	  	  	  	  	  15.580	  	  ;	  1897	  
RLG7-­‐02.403.329-­‐G	  	  	  	  	  	  24.547	  	  ;	  1935	  
RLG7-­‐02.403.285-­‐C	  	  	  	  	  	  24.547	  	  ;	  1932	  
RLG7-­‐07.711.863-­‐A	  	  	  	  	  	  38.936	  	  ;	  2025	  
RLG7-­‐07.284.996-­‐T	  	  	  	  	  	  40.403	  	  ;	  2021	  
RLG7-­‐07.465.089-­‐A	  	  	  	  	  	  41.685	  	  ;	  2024	  
RLG7-­‐07.257.731-­‐C	  	  	  	  	  	  41.685	  	  ;	  2018	  
RLG7-­‐08.934.554-­‐C	  	  	  	  	  	  44.283	  	  ;	  2053	  
RLG7-­‐08.651.802-­‐T	  	  	  	  	  	  45.588	  	  ;	  2049	  
	   	  
	  192	  
PJ/RLG1-­‐1	   	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:22:06	  
;	  nloc=72	  
	  
group	  1	  
RLG1-­‐04.780.258-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  21	  
RLG1-­‐03.749.875-­‐C	  	  	  	  	  	  	  3.259	  	  ;	  	  	  17	  
RLG1-­‐07.685.604-­‐T	  	  	  	  	  	  14.113	  	  ;	  	  	  52	  
RLG1-­‐07.685.595-­‐G	  	  	  	  	  	  14.113	  	  ;	  	  	  51	  
RLG1-­‐09.423.563-­‐A	  	  	  	  	  	  16.613	  	  ;	  	  	  65	  
RLG1-­‐09.486.451-­‐T	  	  	  	  	  	  18.290	  	  ;	  	  	  68	  
RLG1-­‐07.129.218-­‐A	  	  	  	  	  	  21.654	  	  ;	  	  	  46	  
RLG1-­‐06.861.383-­‐G	  	  	  	  	  	  26.787	  	  ;	  	  	  41	  
RLG1-­‐06.726.834-­‐T	  	  	  	  	  	  31.933	  	  ;	  	  	  36	  
RLG1-­‐07.307.364-­‐G	  	  	  	  	  	  34.437	  	  ;	  	  	  47	  
RLG1-­‐07.445.679-­‐G	  	  	  	  	  	  45.934	  	  ;	  	  	  49	  
RLG1-­‐08.892.330-­‐A	  	  	  	  	  	  61.221	  	  ;	  	  	  62	  
RLG1-­‐08.669.706-­‐C	  	  	  	  	  	  70.581	  	  ;	  	  	  61	  
RLG1-­‐08.606.224-­‐G	  	  	  	  	  	  70.581	  	  ;	  	  	  57	  
RLG1-­‐10.189.760-­‐T	  	  	  	  	  	  73.037	  	  ;	  	  	  73	  
RLG1-­‐10.966.819-­‐G	  	  	  	  	  	  73.080	  	  ;	  	  	  81	  
RLG1-­‐11.601.189-­‐G	  	  	  	  	  	  74.314	  	  ;	  	  	  86	  
RLG1-­‐11.737.957-­‐T	  	  	  	  	  	  74.314	  	  ;	  	  	  88	  
RLG1-­‐11.526.446-­‐G	  	  	  	  	  	  74.415	  	  ;	  	  	  85	  
RLG1-­‐11.500.836-­‐A	  	  	  	  	  	  77.717	  	  ;	  	  	  84	  
RLG1-­‐12.211.249-­‐G	  	  	  	  	  	  78.186	  	  ;	  	  	  94	  
RLG1-­‐11.882.962-­‐A	  	  	  	  	  	  89.111	  	  ;	  	  	  89	  
RLG1-­‐10.915.946-­‐C	  	  	  	  	  	  97.778	  	  ;	  	  	  80	  
RLG1-­‐09.912.564-­‐C	  	  	  	  	  104.902	  	  ;	  	  	  71	  
RLG1-­‐05.879.098-­‐T	  	  	  	  	  107.799	  	  ;	  	  	  24	  
RLG1-­‐10.823.596-­‐C	  	  	  	  	  111.443	  	  ;	  	  	  79	  
RLG1-­‐11.918.843-­‐T	  	  	  	  	  111.599	  	  ;	  	  	  90	  
RLG1-­‐11.006.964-­‐G	  	  	  	  	  111.599	  	  ;	  	  	  83	  
RLG1-­‐10.786.275-­‐G	  	  	  	  	  111.599	  	  ;	  	  	  77	  
RLG1-­‐10.695.695-­‐G	  	  	  	  	  112.834	  	  ;	  	  	  76	  
RLG1-­‐13.145.059-­‐G	  	  	  	  	  115.095	  	  ;	  	  	  99	  
RLG1-­‐12.613.647-­‐G	  	  	  	  	  115.520	  	  ;	  	  	  97	  
RLG1-­‐13.135.902-­‐G	  	  	  	  	  117.822	  	  ;	  	  	  98	  
RLG1-­‐12.196.194-­‐T	  	  	  	  	  119.066	  	  ;	  	  	  93	  
RLG1-­‐13.375.393-­‐G	  	  	  	  	  120.301	  	  ;	  	  105	  
RLG1-­‐13.714.127-­‐A	  	  	  	  	  122.805	  	  ;	  	  112	  
RLG1-­‐13.226.102-­‐C	  	  	  	  	  122.805	  	  ;	  	  101	  
RLG1-­‐13.212.213-­‐C	  	  	  	  	  122.805	  	  ;	  	  100	  
RLG1-­‐15.312.251-­‐T	  	  	  	  	  136.784	  	  ;	  	  123	  
RLG1-­‐15.383.593-­‐C	  	  	  	  	  136.784	  	  ;	  	  130	  
RLG1-­‐15.543.225-­‐A	  	  	  	  	  139.284	  	  ;	  	  140	  
RLG1-­‐15.458.640-­‐A	  	  	  	  	  139.284	  	  ;	  	  135	  
RLG1-­‐16.660.108-­‐G	  	  	  	  	  145.787	  	  ;	  	  173	  
RLG1-­‐16.367.777-­‐T	  	  	  	  	  149.586	  	  ;	  	  159	  
RLG1-­‐16.788.304-­‐C	  	  	  	  	  149.586	  	  ;	  	  177	  
RLG1-­‐16.432.372-­‐T	  	  	  	  	  150.166	  	  ;	  	  162	  
RLG1-­‐16.115.539-­‐A	  	  	  	  	  150.813	  	  ;	  	  155	  
RLG1-­‐16.115.597-­‐C	  	  	  	  	  150.813	  	  ;	  	  156	  
RLG1-­‐15.955.848-­‐T	  	  	  	  	  150.813	  	  ;	  	  150	  
RLG1-­‐16.081.722-­‐C	  	  	  	  	  150.813	  	  ;	  	  153	  
RLG1-­‐16.055.179-­‐A	  	  	  	  	  150.813	  	  ;	  	  152	  
RLG1-­‐16.665.904-­‐T	  	  	  	  	  150.813	  	  ;	  	  174	  
RLG1-­‐16.055.166-­‐A	  	  	  	  	  152.048	  	  ;	  	  151	  
RLG1-­‐16.368.084-­‐C	  	  	  	  	  152.048	  	  ;	  	  161	  
RLG1-­‐16.183.934-­‐A	  	  	  	  	  153.283	  	  ;	  	  157	  
RLG1-­‐15.732.093-­‐T	  	  	  	  	  157.694	  	  ;	  	  145	  
RLG1-­‐18.059.796-­‐G	  	  	  	  	  163.569	  	  ;	  	  198	  
RLG1-­‐17.817.020-­‐T	  	  	  	  	  163.584	  	  ;	  	  193	  
RLG1-­‐18.497.544-­‐G	  	  	  	  	  164.819	  	  ;	  	  206	  
RLG1-­‐18.389.583-­‐T	  	  	  	  	  164.819	  	  ;	  	  203	  
RLG1-­‐18.424.906-­‐C	  	  	  	  	  164.819	  	  ;	  	  204	  
RLG1-­‐18.617.622-­‐T	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  211	  
RLG1-­‐18.049.691-­‐T	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  195	  
RLG1-­‐18.979.393-­‐C	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  225	  
RLG1-­‐17.612.216-­‐G	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  192	  
RLG1-­‐18.570.553-­‐T	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  208	  
RLG1-­‐18.710.052-­‐A	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  216	  
RLG1-­‐18.834.010-­‐C	  	  	  	  	  166.053	  	  ;	  	  220	  
RLG1-­‐16.959.080-­‐T	  	  	  	  	  166.121	  	  ;	  	  183	  
RLG1-­‐19.889.384-­‐G	  	  	  	  	  168.490	  	  ;	  	  238	  
RLG1-­‐19.588.498-­‐C	  	  	  	  	  168.548	  	  ;	  	  233	  
RLG1-­‐19.864.253-­‐A	  	  	  	  	  169.801	  	  ;	  	  236	  
	   	  
	  193	  
PJ/RLG1-­‐2	   PJ/RLG1-­‐3	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:03:01	  
;	  ngrp=1,	  nloc=41	  
	  
group	  3	  
RLG1-­‐01.551.950-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  	  7	  
RLG1-­‐01.803.750-­‐A	  	  	  	  	  	  	  4.215	  	  ;	  	  	  	  8	  
RLG1-­‐02.086.466-­‐T	  	  	  	  	  	  	  4.261	  	  ;	  	  	  14	  
RLG1-­‐01.803.806-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.746	  	  ;	  	  	  	  9	  
RLG1-­‐06.523.315-­‐T	  	  	  	  	  	  15.964	  	  ;	  	  	  33	  
RLG1-­‐09.652.926-­‐G	  	  	  	  	  	  20.109	  	  ;	  	  	  69	  
RLG1-­‐06.610.173-­‐C	  	  	  	  	  	  29.352	  	  ;	  	  	  34	  
RLG1-­‐09.186.081-­‐C	  	  	  	  	  	  43.086	  	  ;	  	  	  64	  
RLG1-­‐07.445.657-­‐C	  	  	  	  	  	  56.893	  	  ;	  	  	  48	  
RLG1-­‐08.666.017-­‐C	  	  	  	  	  	  59.909	  	  ;	  	  	  59	  
RLG1-­‐09.047.262-­‐G	  	  	  	  	  	  61.143	  	  ;	  	  	  63	  
RLG1-­‐08.229.531-­‐A	  	  	  	  	  	  63.644	  	  ;	  	  	  56	  
RLG1-­‐06.861.360-­‐C	  	  	  	  	  	  64.878	  	  ;	  	  	  38	  
RLG1-­‐07.016.162-­‐T	  	  	  	  	  	  66.113	  	  ;	  	  	  43	  
RLG1-­‐07.016.097-­‐A	  	  	  	  	  	  66.113	  	  ;	  	  	  42	  
RLG1-­‐07.062.894-­‐G	  	  	  	  	  	  67.348	  	  ;	  	  	  44	  
RLG1-­‐05.879.080-­‐C	  	  	  	  	  	  73.150	  	  ;	  	  	  23	  
RLG1-­‐10.823.566-­‐A	  	  	  	  	  	  79.035	  	  ;	  	  	  78	  
RLG1-­‐11.006.946-­‐T	  	  	  	  	  	  79.035	  	  ;	  	  	  82	  
RLG1-­‐13.850.022-­‐T	  	  	  	  	  	  81.536	  	  ;	  	  117	  
RLG1-­‐15.383.554-­‐T	  	  	  	  	  102.423	  	  ;	  	  128	  
RLG1-­‐15.351.006-­‐G	  	  	  	  	  102.423	  	  ;	  	  126	  
RLG1-­‐15.312.304-­‐A	  	  	  	  	  103.663	  	  ;	  	  124	  
RLG1-­‐15.484.909-­‐T	  	  	  	  	  106.170	  	  ;	  	  137	  
RLG1-­‐15.730.127-­‐T	  	  	  	  	  108.677	  	  ;	  	  143	  
RLG1-­‐15.732.109-­‐T	  	  	  	  	  109.912	  	  ;	  	  146	  
RLG1-­‐15.831.495-­‐A	  	  	  	  	  109.912	  	  ;	  	  147	  
RLG1-­‐17.151.671-­‐G	  	  	  	  	  112.412	  	  ;	  	  184	  
RLG1-­‐16.627.674-­‐A	  	  	  	  	  112.893	  	  ;	  	  168	  
RLG1-­‐17.503.389-­‐T	  	  	  	  	  113.640	  	  ;	  	  185	  
RLG1-­‐16.771.246-­‐G	  	  	  	  	  114.874	  	  ;	  	  176	  
RLG1-­‐16.106.202-­‐T	  	  	  	  	  118.297	  	  ;	  	  154	  
RLG1-­‐16.905.398-­‐C	  	  	  	  	  119.924	  	  ;	  	  180	  
RLG1-­‐17.911.679-­‐A	  	  	  	  	  123.769	  	  ;	  	  194	  
RLG1-­‐18.617.614-­‐A	  	  	  	  	  128.942	  	  ;	  	  210	  
RLG1-­‐18.833.968-­‐T	  	  	  	  	  131.449	  	  ;	  	  218	  
RLG1-­‐18.935.436-­‐C	  	  	  	  	  133.950	  	  ;	  	  224	  
RLG1-­‐19.129.974-­‐T	  	  	  	  	  135.184	  	  ;	  	  232	  
RLG1-­‐19.122.219-­‐C	  	  	  	  	  137.685	  	  ;	  	  228	  
RLG1-­‐20.015.506-­‐G	  	  	  	  	  141.487	  	  ;	  	  242	  
RLG1-­‐20.157.546-­‐C	  	  	  	  	  142.794	  	  ;	  	  243	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:05:43	  
;	  nloc=62	  
	  
group	  2	  
RLG1-­‐03.550.131-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  	  16	  
RLG1-­‐02.086.457-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.879	  	  ;	  	  	  13	  
RLG1-­‐01.440.553-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.879	  	  ;	  	  	  	  5	  
RLG1-­‐00.493.309-­‐G	  	  	  	  	  	  	  7.879	  	  ;	  	  	  	  1	  
RLG1-­‐00.681.937-­‐T	  	  	  	  	  	  11.678	  	  ;	  	  	  	  4	  
RLG1-­‐07.695.120-­‐C	  	  	  	  	  	  15.524	  	  ;	  	  	  53	  
RLG1-­‐09.424.973-­‐A	  	  	  	  	  	  15.539	  	  ;	  	  	  67	  
RLG1-­‐07.101.312-­‐C	  	  	  	  	  	  18.023	  	  ;	  	  	  45	  
RLG1-­‐07.469.973-­‐G	  	  	  	  	  	  19.258	  	  ;	  	  	  50	  
RLG1-­‐06.726.808-­‐A	  	  	  	  	  	  19.258	  	  ;	  	  	  35	  
RLG1-­‐13.850.093-­‐G	  	  	  	  	  	  24.391	  	  ;	  	  119	  
RLG1-­‐06.070.607-­‐T	  	  	  	  	  	  24.391	  	  ;	  	  	  29	  
RLG1-­‐11.635.351-­‐T	  	  	  	  	  	  29.551	  	  ;	  	  	  87	  
RLG1-­‐13.323.606-­‐G	  	  	  	  	  	  40.434	  	  ;	  	  104	  
RLG1-­‐13.607.824-­‐T	  	  	  	  	  	  46.937	  	  ;	  	  108	  
RLG1-­‐13.850.023-­‐G	  	  	  	  	  	  46.943	  	  ;	  	  118	  
RLG1-­‐13.715.394-­‐T	  	  	  	  	  	  46.943	  	  ;	  	  113	  
RLG1-­‐13.785.741-­‐G	  	  	  	  	  	  46.943	  	  ;	  	  116	  
RLG1-­‐13.722.506-­‐C	  	  	  	  	  	  46.943	  	  ;	  	  114	  
RLG1-­‐15.458.617-­‐C	  	  	  	  	  	  56.087	  	  ;	  	  134	  
RLG1-­‐15.215.321-­‐C	  	  	  	  	  	  57.506	  	  ;	  	  122	  
RLG1-­‐15.182.221-­‐C	  	  	  	  	  	  57.506	  	  ;	  	  121	  
RLG1-­‐15.450.199-­‐T	  	  	  	  	  	  57.506	  	  ;	  	  133	  
RLG1-­‐15.182.213-­‐G	  	  	  	  	  	  57.506	  	  ;	  	  120	  
RLG1-­‐15.353.589-­‐T	  	  	  	  	  	  60.013	  	  ;	  	  127	  
RLG1-­‐15.403.372-­‐T	  	  	  	  	  	  61.254	  	  ;	  	  132	  
RLG1-­‐16.656.437-­‐T	  	  	  	  	  	  65.057	  	  ;	  	  172	  
RLG1-­‐16.627.671-­‐A	  	  	  	  	  	  66.294	  	  ;	  	  167	  
RLG1-­‐16.627.728-­‐T	  	  	  	  	  	  66.294	  	  ;	  	  169	  
RLG1-­‐16.627.670-­‐C	  	  	  	  	  	  66.294	  	  ;	  	  166	  
RLG1-­‐16.547.383-­‐C	  	  	  	  	  	  67.532	  	  ;	  	  165	  
RLG1-­‐16.367.726-­‐T	  	  	  	  	  	  68.770	  	  ;	  	  158	  
RLG1-­‐16.480.201-­‐T	  	  	  	  	  	  68.770	  	  ;	  	  164	  
RLG1-­‐15.730.130-­‐T	  	  	  	  	  	  68.770	  	  ;	  	  144	  
RLG1-­‐16.667.204-­‐T	  	  	  	  	  	  71.277	  	  ;	  	  175	  
RLG1-­‐16.459.087-­‐T	  	  	  	  	  	  73.787	  	  ;	  	  163	  
RLG1-­‐16.905.416-­‐T	  	  	  	  	  	  76.291	  	  ;	  	  181	  
RLG1-­‐16.905.426-­‐A	  	  	  	  	  	  77.525	  	  ;	  	  182	  
RLG1-­‐17.582.276-­‐T	  	  	  	  	  	  81.325	  	  ;	  	  187	  
RLG1-­‐16.368.071-­‐C	  	  	  	  	  	  82.562	  	  ;	  	  160	  
RLG1-­‐16.821.691-­‐C	  	  	  	  	  	  83.800	  	  ;	  	  179	  
RLG1-­‐18.059.758-­‐T	  	  	  	  	  	  85.035	  	  ;	  	  197	  
RLG1-­‐18.057.853-­‐G	  	  	  	  	  	  85.044	  	  ;	  	  196	  
RLG1-­‐18.979.399-­‐C	  	  	  	  	  	  87.519	  	  ;	  	  226	  
RLG1-­‐18.475.613-­‐G	  	  	  	  	  	  87.534	  	  ;	  	  205	  
RLG1-­‐19.129.594-­‐C	  	  	  	  	  	  87.534	  	  ;	  	  231	  
RLG1-­‐18.834.034-­‐A	  	  	  	  	  	  87.534	  	  ;	  	  222	  
RLG1-­‐18.314.522-­‐A	  	  	  	  	  	  88.769	  	  ;	  	  199	  
RLG1-­‐18.352.859-­‐C	  	  	  	  	  	  88.769	  	  ;	  	  201	  
RLG1-­‐18.381.833-­‐G	  	  	  	  	  	  90.003	  	  ;	  	  202	  
RLG1-­‐16.821.637-­‐T	  	  	  	  	  	  90.013	  	  ;	  	  178	  
RLG1-­‐18.640.605-­‐A	  	  	  	  	  	  93.799	  	  ;	  	  212	  
RLG1-­‐18.695.876-­‐G	  	  	  	  	  	  93.802	  	  ;	  	  214	  
RLG1-­‐18.596.611-­‐T	  	  	  	  	  	  93.802	  	  ;	  	  209	  
RLG1-­‐18.783.899-­‐G	  	  	  	  	  	  93.802	  	  ;	  	  217	  
RLG1-­‐18.498.604-­‐C	  	  	  	  	  	  93.802	  	  ;	  	  207	  
RLG1-­‐19.122.244-­‐A	  	  	  	  	  	  97.578	  	  ;	  	  229	  
RLG1-­‐19.079.799-­‐T	  	  	  	  	  	  97.605	  	  ;	  	  227	  
RLG1-­‐19.122.245-­‐A	  	  	  	  	  	  97.605	  	  ;	  	  230	  
RLG1-­‐19.655.212-­‐A	  	  	  	  	  100.106	  	  ;	  	  234	  
RLG1-­‐19.889.366-­‐A	  	  	  	  	  101.341	  	  ;	  	  237	  
RLG1-­‐19.889.771-­‐C	  	  	  	  	  102.575	  	  ;	  	  241 
	  194	  
	  PJ/RLG2-­‐1	   	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:46:16	  
;	  nloc=37	  
	  
group	  3	  
RLG2-­‐00.797.137-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  250	  
RLG2-­‐04.807.464-­‐G	  	  	  	  	  	  17.400	  	  ;	  	  262	  
RLG2-­‐04.807.460-­‐C	  	  	  	  	  	  21.516	  	  ;	  	  261	  
RLG2-­‐05.158.363-­‐C	  	  	  	  	  	  27.032	  	  ;	  	  264	  
RLG2-­‐09.890.262-­‐G	  	  	  	  	  	  28.276	  	  ;	  	  279	  
RLG2-­‐06.750.253-­‐A	  	  	  	  	  	  29.523	  	  ;	  	  269	  
RLG2-­‐09.297.109-­‐G	  	  	  	  	  	  34.306	  	  ;	  	  274	  
RLG2-­‐09.435.860-­‐C	  	  	  	  	  	  35.898	  	  ;	  	  276	  
RLG2-­‐09.572.052-­‐C	  	  	  	  	  	  37.145	  	  ;	  	  277	  
RLG2-­‐13.361.191-­‐G	  	  	  	  	  	  42.278	  	  ;	  	  323	  
RLG2-­‐13.321.709-­‐A	  	  	  	  	  	  42.278	  	  ;	  	  321	  
RLG2-­‐13.392.811-­‐T	  	  	  	  	  	  44.778	  	  ;	  	  324	  
RLG2-­‐10.871.769-­‐C	  	  	  	  	  	  45.494	  	  ;	  	  280	  
RLG2-­‐12.246.210-­‐G	  	  	  	  	  	  46.012	  	  ;	  	  309	  
RLG2-­‐10.932.805-­‐T	  	  	  	  	  	  46.012	  	  ;	  	  287	  
RLG2-­‐12.324.674-­‐C	  	  	  	  	  	  47.246	  	  ;	  	  310	  
RLG2-­‐11.785.079-­‐C	  	  	  	  	  	  48.481	  	  ;	  	  303	  
RLG2-­‐12.779.651-­‐G	  	  	  	  	  	  50.978	  	  ;	  	  312	  
RLG2-­‐12.800.208-­‐G	  	  	  	  	  	  50.981	  	  ;	  	  314	  
RLG2-­‐14.125.312-­‐G	  	  	  	  	  	  56.121	  	  ;	  	  333	  
RLG2-­‐15.661.887-­‐C	  	  	  	  	  	  59.156	  	  ;	  	  371	  
RLG2-­‐17.229.416-­‐G	  	  	  	  	  	  63.715	  	  ;	  	  404	  
RLG2-­‐17.786.337-­‐A	  	  	  	  	  	  63.736	  	  ;	  	  412	  
RLG2-­‐18.185.292-­‐A	  	  	  	  	  	  68.869	  	  ;	  	  416	  
RLG2-­‐17.901.784-­‐C	  	  	  	  	  	  68.869	  	  ;	  	  415	  
RLG2-­‐18.616.891-­‐T	  	  	  	  	  	  75.371	  	  ;	  	  425	  
RLG2-­‐18.419.741-­‐A	  	  	  	  	  	  76.606	  	  ;	  	  418	  
RLG2-­‐19.985.573-­‐G	  	  	  	  	  	  87.714	  	  ;	  	  446	  
RLG2-­‐20.955.936-­‐G	  	  	  	  	  	  95.340	  	  ;	  	  465	  
RLG2-­‐21.044.722-­‐G	  	  	  	  	  	  95.340	  	  ;	  	  467	  
RLG2-­‐21.119.203-­‐C	  	  	  	  	  	  98.043	  	  ;	  	  471	  
RLG2-­‐21.218.964-­‐A	  	  	  	  	  	  98.070	  	  ;	  	  475	  
RLG2-­‐22.314.568-­‐C	  	  	  	  	  100.561	  	  ;	  	  511	  
RLG2-­‐21.769.720-­‐G	  	  	  	  	  103.087	  	  ;	  	  492	  
RLG2-­‐22.286.579-­‐T	  	  	  	  	  106.893	  	  ;	  	  510	  
RLG2-­‐20.748.272-­‐C	  	  	  	  	  108.419	  	  ;	  	  459	  
RLG2-­‐21.782.260-­‐G	  	  	  	  	  127.256	  	  ;	  	  495 
	  
	   	  
	  195	  
PJ/RLG2-­‐2	   	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:53:29	  
;	  nloc=122	  
	  
group	  2	  
RLG2-­‐10.932.802-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  286	  
RLG2-­‐10.932.785-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  283	  
RLG2-­‐10.947.664-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.235	  	  ;	  	  289	  
RLG2-­‐11.589.508-­‐T	  	  	  	  	  	  	  1.235	  	  ;	  	  298	  
RLG2-­‐11.453.286-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.469	  	  ;	  	  296	  
RLG2-­‐11.332.617-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.469	  	  ;	  	  294	  
RLG2-­‐13.770.190-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.469	  	  ;	  	  326	  
RLG2-­‐11.508.998-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.469	  	  ;	  	  297	  
RLG2-­‐11.845.673-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.704	  	  ;	  	  305	  
RLG2-­‐13.752.322-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.704	  	  ;	  	  325	  
RLG2-­‐13.109.176-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.220	  	  ;	  	  319	  
RLG2-­‐13.109.175-­‐T	  	  	  	  	  	  	  7.464	  	  ;	  	  318	  
RLG2-­‐12.708.559-­‐G	  	  	  	  	  	  	  8.712	  	  ;	  	  311	  
RLG2-­‐14.226.672-­‐T	  	  	  	  	  	  	  8.712	  	  ;	  	  334	  
RLG2-­‐12.779.657-­‐A	  	  	  	  	  	  	  8.712	  	  ;	  	  313	  
RLG2-­‐13.924.359-­‐G	  	  	  	  	  	  	  8.712	  	  ;	  	  327	  
RLG2-­‐13.942.193-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.949	  	  ;	  	  329	  
RLG2-­‐14.846.654-­‐C	  	  	  	  	  	  11.187	  	  ;	  	  350	  
RLG2-­‐14.381.317-­‐C	  	  	  	  	  	  11.187	  	  ;	  	  339	  
RLG2-­‐14.819.764-­‐G	  	  	  	  	  	  12.820	  	  ;	  	  347	  
RLG2-­‐14.483.181-­‐G	  	  	  	  	  	  16.203	  	  ;	  	  343	  
RLG2-­‐14.017.155-­‐G	  	  	  	  	  	  16.203	  	  ;	  	  331	  
RLG2-­‐15.769.084-­‐A	  	  	  	  	  	  16.876	  	  ;	  	  377	  
RLG2-­‐14.351.298-­‐A	  	  	  	  	  	  17.431	  	  ;	  	  338	  
RLG2-­‐14.846.632-­‐T	  	  	  	  	  	  17.431	  	  ;	  	  348	  
RLG2-­‐15.769.101-­‐G	  	  	  	  	  	  17.580	  	  ;	  	  378	  
RLG2-­‐14.762.912-­‐A	  	  	  	  	  	  21.219	  	  ;	  	  345	  
RLG2-­‐14.587.065-­‐G	  	  	  	  	  	  23.729	  	  ;	  	  344	  
RLG2-­‐15.017.702-­‐A	  	  	  	  	  	  26.245	  	  ;	  	  351	  
RLG2-­‐15.273.820-­‐T	  	  	  	  	  	  26.933	  	  ;	  	  363	  
RLG2-­‐15.114.476-­‐A	  	  	  	  	  	  27.478	  	  ;	  	  354	  
RLG2-­‐15.285.726-­‐C	  	  	  	  	  	  27.478	  	  ;	  	  364	  
RLG2-­‐15.137.065-­‐A	  	  	  	  	  	  27.591	  	  ;	  	  357	  
RLG2-­‐15.222.951-­‐G	  	  	  	  	  	  28.282	  	  ;	  	  361	  
RLG2-­‐15.127.285-­‐A	  	  	  	  	  	  29.345	  	  ;	  	  356	  
RLG2-­‐15.383.703-­‐A	  	  	  	  	  	  31.193	  	  ;	  	  367	  
RLG2-­‐15.674.330-­‐G	  	  	  	  	  	  31.199	  	  ;	  	  372	  
RLG2-­‐15.915.486-­‐G	  	  	  	  	  	  31.199	  	  ;	  	  381	  
RLG2-­‐15.769.146-­‐A	  	  	  	  	  	  31.199	  	  ;	  	  380	  
RLG2-­‐15.726.408-­‐C	  	  	  	  	  	  31.205	  	  ;	  	  376	  
RLG2-­‐15.726.363-­‐C	  	  	  	  	  	  31.214	  	  ;	  	  375	  
RLG2-­‐16.004.866-­‐A	  	  	  	  	  	  33.699	  	  ;	  	  382	  
RLG2-­‐16.453.357-­‐G	  	  	  	  	  	  37.495	  	  ;	  	  396	  
RLG2-­‐16.129.392-­‐A	  	  	  	  	  	  37.498	  	  ;	  	  384	  
RLG2-­‐16.451.675-­‐C	  	  	  	  	  	  37.911	  	  ;	  	  394	  
RLG2-­‐16.451.738-­‐A	  	  	  	  	  	  38.395	  	  ;	  	  395	  
RLG2-­‐16.398.674-­‐G	  	  	  	  	  	  38.722	  	  ;	  	  388	  
RLG2-­‐16.400.677-­‐C	  	  	  	  	  	  39.957	  	  ;	  	  389	  
RLG2-­‐16.129.318-­‐T	  	  	  	  	  	  41.192	  	  ;	  	  383	  
RLG2-­‐16.187.483-­‐G	  	  	  	  	  	  41.192	  	  ;	  	  385	  
RLG2-­‐16.798.942-­‐T	  	  	  	  	  	  44.991	  	  ;	  	  403	  
RLG2-­‐17.547.637-­‐C	  	  	  	  	  	  46.035	  	  ;	  	  405	  
RLG2-­‐17.588.167-­‐A	  	  	  	  	  	  47.467	  	  ;	  	  407	  
RLG2-­‐17.560.489-­‐C	  	  	  	  	  	  47.467	  	  ;	  	  406	  
RLG2-­‐16.798.906-­‐G	  	  	  	  	  	  48.702	  	  ;	  	  402	  
RLG2-­‐17.786.322-­‐A	  	  	  	  	  	  48.705	  	  ;	  	  410	  
RLG2-­‐17.786.296-­‐G	  	  	  	  	  	  48.708	  	  ;	  	  409	  
RLG2-­‐18.313.011-­‐C	  	  	  	  	  	  52.543	  	  ;	  	  417	  
RLG2-­‐18.554.973-­‐C	  	  	  	  	  	  56.389	  	  ;	  	  422 
RLG2-­‐18.550.097-­‐G	  	  	  	  	  	  57.633	  	  ;	  	  421	  
RLG2-­‐18.465.667-­‐C	  	  	  	  	  	  57.633	  	  ;	  	  420	  
RLG2-­‐18.640.738-­‐C	  	  	  	  	  	  57.633	  	  ;	  	  428	  
RLG2-­‐18.640.726-­‐T	  	  	  	  	  	  57.633	  	  ;	  	  427	  
RLG2-­‐18.616.890-­‐T	  	  	  	  	  	  58.867	  	  ;	  	  424	  
RLG2-­‐18.567.906-­‐C	  	  	  	  	  	  59.571	  	  ;	  	  423	  
RLG2-­‐19.001.833-­‐G	  	  	  	  	  	  60.101	  	  ;	  	  433	  
RLG2-­‐18.850.095-­‐G	  	  	  	  	  	  60.101	  	  ;	  	  432	  
RLG2-­‐19.253.461-­‐T	  	  	  	  	  	  60.101	  	  ;	  	  435	  
RLG2-­‐19.008.662-­‐G	  	  	  	  	  	  61.339	  	  ;	  	  434	  
RLG2-­‐19.563.751-­‐G	  	  	  	  	  	  63.842	  	  ;	  	  437	  
RLG2-­‐19.526.972-­‐T	  	  	  	  	  	  63.842	  	  ;	  	  436	  
RLG2-­‐19.712.720-­‐A	  	  	  	  	  	  65.077	  	  ;	  	  440	  
RLG2-­‐19.687.468-­‐A	  	  	  	  	  	  65.077	  	  ;	  	  438	  
RLG2-­‐20.182.351-­‐G	  	  	  	  	  	  66.315	  	  ;	  	  450	  
RLG2-­‐20.090.600-­‐G	  	  	  	  	  	  67.559	  	  ;	  	  448	  
RLG2-­‐20.090.629-­‐A	  	  	  	  	  	  68.800	  	  ;	  	  449	  
RLG2-­‐19.928.509-­‐A	  	  	  	  	  	  70.040	  	  ;	  	  442	  
RLG2-­‐20.047.146-­‐G	  	  	  	  	  	  70.040	  	  ;	  	  447	  
RLG2-­‐19.928.544-­‐C	  	  	  	  	  	  70.040	  	  ;	  	  444	  
RLG2-­‐20.403.240-­‐A	  	  	  	  	  	  72.541	  	  ;	  	  453	  
RLG2-­‐20.281.274-­‐A	  	  	  	  	  	  74.386	  	  ;	  	  452	  
RLG2-­‐21.116.211-­‐A	  	  	  	  	  	  76.268	  	  ;	  	  470	  
RLG2-­‐21.219.007-­‐C	  	  	  	  	  	  76.268	  	  ;	  	  476	  
RLG2-­‐21.108.310-­‐C	  	  	  	  	  	  76.814	  	  ;	  	  468	  
RLG2-­‐20.819.533-­‐A	  	  	  	  	  	  77.495	  	  ;	  	  460	  
RLG2-­‐20.748.119-­‐C	  	  	  	  	  	  77.495	  	  ;	  	  458	  
RLG2-­‐20.929.104-­‐A	  	  	  	  	  	  78.733	  	  ;	  	  463	  
RLG2-­‐20.858.673-­‐T	  	  	  	  	  	  79.974	  	  ;	  	  462	  
RLG2-­‐20.950.484-­‐G	  	  	  	  	  	  81.212	  	  ;	  	  464	  
RLG2-­‐20.708.089-­‐T	  	  	  	  	  	  82.446	  	  ;	  	  456	  
RLG2-­‐20.855.502-­‐C	  	  	  	  	  	  84.947	  	  ;	  	  461	  
RLG2-­‐21.162.390-­‐G	  	  	  	  	  	  86.181	  	  ;	  	  473	  
RLG2-­‐21.110.225-­‐G	  	  	  	  	  	  87.416	  	  ;	  	  469	  
RLG2-­‐22.373.731-­‐T	  	  	  	  	  	  89.917	  	  ;	  	  514	  
RLG2-­‐21.438.223-­‐T	  	  	  	  	  	  89.917	  	  ;	  	  483	  
RLG2-­‐22.147.446-­‐A	  	  	  	  	  	  89.917	  	  ;	  	  504	  
RLG2-­‐22.814.241-­‐G	  	  	  	  	  	  91.151	  	  ;	  	  525	  
RLG2-­‐21.733.971-­‐T	  	  	  	  	  	  91.151	  	  ;	  	  490	  
RLG2-­‐22.773.874-­‐G	  	  	  	  	  	  91.151	  	  ;	  	  519	  
RLG2-­‐21.421.021-­‐T	  	  	  	  	  	  92.996	  	  ;	  	  478	  
RLG2-­‐22.773.915-­‐A	  	  	  	  	  	  94.878	  	  ;	  	  522	  
RLG2-­‐21.422.843-­‐C	  	  	  	  	  	  94.878	  	  ;	  	  480	  
RLG2-­‐21.488.205-­‐T	  	  	  	  	  	  94.878	  	  ;	  	  484	  
RLG2-­‐22.773.910-­‐G	  	  	  	  	  	  94.878	  	  ;	  	  521	  
RLG2-­‐22.214.107-­‐G	  	  	  	  	  	  96.113	  	  ;	  	  505	  
RLG2-­‐22.399.812-­‐C	  	  	  	  	  	  97.348	  	  ;	  	  517	  
RLG2-­‐22.321.317-­‐G	  	  	  	  	  	  97.348	  	  ;	  	  512	  
RLG2-­‐22.062.960-­‐G	  	  	  	  	  	  97.983	  	  ;	  	  500	  
RLG2-­‐21.488.211-­‐C	  	  	  	  	  	  98.581	  	  ;	  	  485	  
RLG2-­‐22.062.995-­‐A	  	  	  	  	  	  99.056	  	  ;	  	  501	  
RLG2-­‐21.571.678-­‐A	  	  	  	  	  	  99.808	  	  ;	  	  487	  
RLG2-­‐22.056.282-­‐A	  	  	  	  	  	  99.808	  	  ;	  	  499	  
RLG2-­‐21.555.049-­‐T	  	  	  	  	  101.043	  	  ;	  	  486	  
RLG2-­‐21.421.012-­‐T	  	  	  	  	  101.043	  	  ;	  	  477	  
RLG2-­‐21.699.619-­‐T	  	  	  	  	  102.277	  	  ;	  	  488	  
RLG2-­‐21.733.980-­‐T	  	  	  	  	  102.277	  	  ;	  	  491	  
RLG2-­‐21.733.959-­‐T	  	  	  	  	  102.277	  	  ;	  	  489	  
RLG2-­‐22.007.532-­‐A	  	  	  	  	  103.512	  	  ;	  	  497	  
RLG2-­‐22.234.588-­‐T	  	  	  	  	  104.747	  	  ;	  	  509	  
RLG2-­‐22.234.536-­‐T	  	  	  	  	  104.747	  	  ;	  	  507	  
RLG2-­‐22.074.949-­‐T	  	  	  	  	  107.254	  	  ;	  	  502	  
RLG2-­‐21.433.118-­‐A	  	  	  	  	  113.763	  	  ;	  	  481 	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PJ/RLG2-­‐3	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;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:33:55	  
;	  nloc=25	  
	  
group	  4	  
RLG2-­‐04.302.447-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  258	  
RLG2-­‐12.246.187-­‐A	  	  	  	  	  	  10.732	  	  ;	  	  307	  
RLG2-­‐13.321.721-­‐T	  	  	  	  	  	  10.732	  	  ;	  	  322	  
RLG2-­‐10.932.787-­‐T	  	  	  	  	  	  13.339	  	  ;	  	  284	  
RLG2-­‐11.038.406-­‐G	  	  	  	  	  	  14.843	  	  ;	  	  293	  
RLG2-­‐09.703.791-­‐A	  	  	  	  	  	  24.639	  	  ;	  	  278	  
RLG2-­‐12.968.031-­‐T	  	  	  	  	  	  38.433	  	  ;	  	  315	  
RLG2-­‐14.246.406-­‐G	  	  	  	  	  	  43.586	  	  ;	  	  335	  
RLG2-­‐14.246.450-­‐A	  	  	  	  	  	  43.589	  	  ;	  	  336	  
RLG2-­‐15.114.509-­‐T	  	  	  	  	  	  44.827	  	  ;	  	  355	  
RLG2-­‐15.165.641-­‐C	  	  	  	  	  	  46.065	  	  ;	  	  360	  
RLG2-­‐15.661.858-­‐G	  	  	  	  	  	  47.299	  	  ;	  	  370	  
RLG2-­‐14.431.132-­‐G	  	  	  	  	  	  49.819	  	  ;	  	  341	  
RLG2-­‐14.431.128-­‐T	  	  	  	  	  	  51.079	  	  ;	  	  340	  
RLG2-­‐16.239.786-­‐A	  	  	  	  	  	  56.840	  	  ;	  	  386	  
RLG2-­‐18.640.110-­‐G	  	  	  	  	  	  70.478	  	  ;	  	  426	  
RLG2-­‐18.713.233-­‐C	  	  	  	  	  	  71.722	  	  ;	  	  431	  
RLG2-­‐19.875.378-­‐G	  	  	  	  	  	  72.969	  	  ;	  	  441	  
RLG2-­‐15.365.328-­‐T	  	  	  	  	  	  74.207	  	  ;	  	  365	  
RLG2-­‐19.928.543-­‐A	  	  	  	  	  	  75.473	  	  ;	  	  443	  
RLG2-­‐20.240.638-­‐C	  	  	  	  	  	  78.570	  	  ;	  	  451	  
RLG2-­‐21.155.528-­‐C	  	  	  	  	  	  83.248	  	  ;	  	  472	  
RLG2-­‐22.367.157-­‐G	  	  	  	  	  	  87.110	  	  ;	  	  513	  
RLG2-­‐21.421.033-­‐G	  	  	  	  	  	  90.318	  	  ;	  	  479	  
RLG2-­‐22.791.996-­‐G	  	  	  	  	  	  93.489	  	  ;	  	  524	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  21:31:33	  
;	  nloc=19	  
	  
group	  1	  
RLG2-­‐01.692.515-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  251	  
RLG2-­‐02.456.189-­‐A	  	  	  	  	  	  10.623	  	  ;	  	  254	  
RLG2-­‐06.469.909-­‐A	  	  	  	  	  	  17.765	  	  ;	  	  265	  
RLG2-­‐06.473.885-­‐T	  	  	  	  	  	  17.765	  	  ;	  	  266	  
RLG2-­‐04.996.323-­‐T	  	  	  	  	  	  20.571	  	  ;	  	  263	  
RLG2-­‐11.785.038-­‐A	  	  	  	  	  	  32.612	  	  ;	  	  301	  
RLG2-­‐10.947.684-­‐C	  	  	  	  	  	  36.329	  	  ;	  	  290	  
RLG2-­‐10.932.182-­‐G	  	  	  	  	  	  36.409	  	  ;	  	  281	  
RLG2-­‐10.932.798-­‐C	  	  	  	  	  	  36.409	  	  ;	  	  285	  
RLG2-­‐13.158.308-­‐C	  	  	  	  	  	  40.211	  	  ;	  	  320	  
RLG2-­‐15.676.323-­‐G	  	  	  	  	  	  45.347	  	  ;	  	  374	  
RLG2-­‐16.547.292-­‐T	  	  	  	  	  	  46.585	  	  ;	  	  397	  
RLG2-­‐17.738.874-­‐T	  	  	  	  	  	  50.388	  	  ;	  	  408	  
RLG2-­‐18.650.656-­‐C	  	  	  	  	  	  53.761	  	  ;	  	  429	  
RLG2-­‐18.465.627-­‐A	  	  	  	  	  	  55.524	  	  ;	  	  419	  
RLG2-­‐21.035.574-­‐C	  	  	  	  	  	  72.777	  	  ;	  	  466	  
RLG2-­‐21.433.160-­‐G	  	  	  	  	  	  76.622	  	  ;	  	  482	  
RLG2-­‐22.773.892-­‐A	  	  	  	  	  	  77.892	  	  ;	  	  520	  
RLG2-­‐22.637.448-­‐A	  	  	  	  	  	  87.803	  	  ;	  	  518	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PJ/RLG3-­‐1	   PJ/RLG3-­‐2	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  11:52:02	  
;	  ngrp=1,	  nloc=34	  
	  
group	  2	  
RLG3-­‐00.953.650-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  529	  
RLG3-­‐01.058.323-­‐C	  	  	  	  	  	  34.045	  	  ;	  	  530	  
RLG3-­‐00.512.049-­‐A	  	  	  	  	  	  34.045	  	  ;	  	  528	  
RLG3-­‐02.384.481-­‐G	  	  	  	  	  	  37.848	  	  ;	  	  532	  
RLG3-­‐02.271.770-­‐G	  	  	  	  	  	  39.380	  	  ;	  	  531	  
RLG3-­‐03.923.823-­‐C	  	  	  	  	  	  44.227	  	  ;	  	  538	  
RLG3-­‐02.520.262-­‐G	  	  	  	  	  	  48.033	  	  ;	  	  533	  
RLG3-­‐03.733.684-­‐G	  	  	  	  	  	  49.270	  	  ;	  	  537	  
RLG3-­‐04.932.137-­‐G	  	  	  	  	  	  54.970	  	  ;	  	  546	  
RLG3-­‐05.520.868-­‐A	  	  	  	  	  	  57.780	  	  ;	  	  550	  
RLG3-­‐05.520.861-­‐G	  	  	  	  	  	  59.155	  	  ;	  	  549	  
RLG3-­‐05.520.845-­‐T	  	  	  	  	  	  64.794	  	  ;	  	  548	  
RLG3-­‐04.402.743-­‐T	  	  	  	  	  	  66.150	  	  ;	  	  541	  
RLG3-­‐04.649.780-­‐G	  	  	  	  	  	  67.398	  	  ;	  	  544	  
RLG3-­‐05.829.176-­‐G	  	  	  	  	  	  68.030	  	  ;	  	  560	  
RLG3-­‐05.536.393-­‐G	  	  	  	  	  	  68.631	  	  ;	  	  551	  
RLG3-­‐05.561.136-­‐T	  	  	  	  	  	  68.631	  	  ;	  	  554	  
RLG3-­‐05.681.335-­‐A	  	  	  	  	  	  68.631	  	  ;	  	  559	  
RLG3-­‐05.536.411-­‐A	  	  	  	  	  	  68.631	  	  ;	  	  552	  
RLG3-­‐04.402.701-­‐A	  	  	  	  	  	  68.631	  	  ;	  	  540	  
RLG3-­‐05.610.223-­‐A	  	  	  	  	  	  68.631	  	  ;	  	  558	  
RLG3-­‐07.172.427-­‐C	  	  	  	  	  	  71.131	  	  ;	  	  573	  
RLG3-­‐07.163.596-­‐C	  	  	  	  	  	  71.131	  	  ;	  	  568	  
RLG3-­‐06.375.268-­‐C	  	  	  	  	  	  73.641	  	  ;	  	  561	  
RLG3-­‐04.582.546-­‐C	  	  	  	  	  	  78.166	  	  ;	  	  543	  
RLG3-­‐08.478.679-­‐T	  	  	  	  	  	  82.671	  	  ;	  	  588	  
RLG3-­‐09.113.908-­‐A	  	  	  	  	  	  86.510	  	  ;	  	  595	  
RLG3-­‐09.600.888-­‐G	  	  	  	  	  	  90.835	  	  ;	  	  597	  
RLG3-­‐10.106.439-­‐C	  	  	  	  	  	  96.816	  	  ;	  	  602	  
RLG3-­‐10.167.665-­‐G	  	  	  	  	  100.619	  	  ;	  	  603	  
RLG3-­‐09.993.118-­‐C	  	  	  	  	  100.622	  	  ;	  	  600	  
RLG3-­‐14.454.145-­‐A	  	  	  	  	  103.914	  	  ;	  	  637	  
RLG3-­‐10.341.448-­‐T	  	  	  	  	  106.101	  	  ;	  	  604	  
RLG3-­‐13.737.905-­‐A	  	  	  	  	  111.163	  	  ;	  	  627	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  22:05:50	  
;	  nloc=20	  
	  
group	  3	  
RLG3-­‐06.657.658-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  564	  
RLG3-­‐06.586.339-­‐C	  	  	  	  	  	  	  3.901	  	  ;	  	  562	  
RLG3-­‐07.065.993-­‐C	  	  	  	  	  	  	  7.694	  	  ;	  	  567	  
RLG3-­‐07.172.411-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.700	  	  ;	  	  572	  
RLG3-­‐08.021.567-­‐A	  	  	  	  	  	  12.833	  	  ;	  	  583	  
RLG3-­‐08.369.043-­‐A	  	  	  	  	  	  12.833	  	  ;	  	  587	  
RLG3-­‐08.482.994-­‐T	  	  	  	  	  	  15.333	  	  ;	  	  589	  
RLG3-­‐08.572.081-­‐A	  	  	  	  	  	  17.140	  	  ;	  	  590	  
RLG3-­‐08.592.984-­‐C	  	  	  	  	  	  23.035	  	  ;	  	  591	  
RLG3-­‐07.413.225-­‐T	  	  	  	  	  	  26.848	  	  ;	  	  580	  
RLG3-­‐08.953.928-­‐A	  	  	  	  	  	  31.980	  	  ;	  	  592	  
RLG3-­‐07.175.216-­‐G	  	  	  	  	  	  38.282	  	  ;	  	  574	  
RLG3-­‐07.172.367-­‐T	  	  	  	  	  	  39.786	  	  ;	  	  571	  
RLG3-­‐14.607.324-­‐C	  	  	  	  	  	  41.713	  	  ;	  	  638	  
RLG3-­‐12.620.607-­‐T	  	  	  	  	  	  43.520	  	  ;	  	  620	  
RLG3-­‐13.811.665-­‐T	  	  	  	  	  	  43.520	  	  ;	  	  628	  
RLG3-­‐13.697.206-­‐A	  	  	  	  	  	  46.316	  	  ;	  	  624	  
RLG3-­‐18.425.071-­‐G	  	  	  	  	  	  64.583	  	  ;	  	  658	  
RLG3-­‐23.637.618-­‐A	  	  	  	  	  	  73.384	  	  ;	  	  679	  
RLG3-­‐33.220.513-­‐G	  	  	  	  	  	  92.797	  	  ;	  	  699	  
	   	  
	  198	  
PJ/RLG3-­‐3	   PJ/RLG3-­‐4	  
;	  Tue,	  25	  Mar	  2014,	  22:03:29	  
;	  ngrp=1,	  nloc=14	  
	  
group	  4	  
RLG3-­‐09.788.534-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  598	  
RLG3-­‐07.410.868-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.475	  	  ;	  	  577	  
RLG3-­‐07.410.852-­‐T	  	  	  	  	  	  	  9.502	  	  ;	  	  576	  
RLG3-­‐10.935.871-­‐G	  	  	  	  	  	  13.668	  	  ;	  	  612	  
RLG3-­‐10.935.416-­‐C	  	  	  	  	  	  13.677	  	  ;	  	  610	  
RLG3-­‐11.918.562-­‐C	  	  	  	  	  	  23.592	  	  ;	  	  615	  
RLG3-­‐20.789.833-­‐A	  	  	  	  	  	  35.579	  	  ;	  	  665	  
RLG3-­‐15.206.720-­‐T	  	  	  	  	  	  40.702	  	  ;	  	  642	  
RLG3-­‐15.206.679-­‐T	  	  	  	  	  	  40.754	  	  ;	  	  641	  
RLG3-­‐16.050.173-­‐C	  	  	  	  	  	  40.754	  	  ;	  	  648	  
RLG3-­‐21.914.579-­‐T	  	  	  	  	  	  44.553	  	  ;	  	  673	  
RLG3-­‐23.299.692-­‐G	  	  	  	  	  	  47.266	  	  ;	  	  676	  
RLG3-­‐30.195.006-­‐C	  	  	  	  	  	  62.383	  	  ;	  	  692	  
RLG3-­‐29.552.899-­‐C	  	  	  	  	  	  67.936	  	  ;	  	  690	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  12:12:25	  
;	  nloc=23	  
	  
group	  1	  
RLG3-­‐09.793.991-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  599	  
RLG3-­‐07.172.270-­‐A	  	  	  	  	  	  	  4.023	  	  ;	  	  569	  
RLG3-­‐07.172.301-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.261	  	  ;	  	  570	  
RLG3-­‐11.591.034-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.838	  	  ;	  	  614	  
RLG3-­‐19.868.930-­‐C	  	  	  	  	  	  11.617	  	  ;	  	  663	  
RLG3-­‐19.507.203-­‐G	  	  	  	  	  	  14.117	  	  ;	  	  660	  
RLG3-­‐20.840.384-­‐G	  	  	  	  	  	  14.694	  	  ;	  	  667	  
RLG3-­‐14.855.483-­‐C	  	  	  	  	  	  15.344	  	  ;	  	  640	  
RLG3-­‐15.246.480-­‐G	  	  	  	  	  	  15.344	  	  ;	  	  643	  
RLG3-­‐15.637.081-­‐G	  	  	  	  	  	  17.845	  	  ;	  	  647	  
RLG3-­‐14.110.732-­‐G	  	  	  	  	  	  19.080	  	  ;	  	  636	  
RLG3-­‐14.019.071-­‐G	  	  	  	  	  	  19.122	  	  ;	  	  635	  
RLG3-­‐12.793.198-­‐T	  	  	  	  	  	  21.594	  	  ;	  	  621	  
RLG3-­‐23.272.257-­‐C	  	  	  	  	  	  25.039	  	  ;	  	  675	  
RLG3-­‐23.330.879-­‐C	  	  	  	  	  	  26.647	  	  ;	  	  677	  
RLG3-­‐23.645.996-­‐A	  	  	  	  	  	  29.173	  	  ;	  	  680	  
RLG3-­‐23.646.026-­‐C	  	  	  	  	  	  31.712	  	  ;	  	  681	  
RLG3-­‐29.963.301-­‐G	  	  	  	  	  	  42.634	  	  ;	  	  691	  
RLG3-­‐30.288.463-­‐G	  	  	  	  	  	  42.643	  	  ;	  	  693	  
RLG3-­‐29.410.853-­‐A	  	  	  	  	  	  49.166	  	  ;	  	  689	  
RLG3-­‐31.653.997-­‐G	  	  	  	  	  	  52.563	  	  ;	  	  696	  
RLG3-­‐33.127.504-­‐A	  	  	  	  	  	  54.281	  	  ;	  	  698	  
RLG3-­‐32.696.522-­‐A	  	  	  	  	  	  55.685	  	  ;	  	  697	  PJ/RLG3-­‐5	   	  
; Wed, 26 Mar 2014, 12:23:13 
; nloc=13 
 
group 1 
RLG3-07.413.258-A       0.000  ;  581 
RLG3-07.364.039-A       0.576  ;  575 
RLG3-07.410.884-C       1.239  ;  578 
RLG3-10.935.341-G       5.039  ;  609 
RLG3-10.888.690-T       5.039  ;  608 
RLG3-10.935.418-G       5.039  ;  611 
RLG3-10.654.096-C       6.276  ;  606 
RLG3-09.993.156-G       8.790  ;  601 
RLG3-14.607.338-C      11.364  ;  639 
RLG3-13.735.628-T      13.839  ;  625 
RLG3-13.697.192-C      15.086  ;  623 
RLG3-20.828.889-A      18.899  ;  666 
RLG3-20.789.816-A      18.899  ;  664	  
	  
	   	  
	  199	  
PJ/RLG4-­‐1	   PJ/RLG4-­‐2	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  13:39:14	  
;	  nloc=42	  
	  
group	  1	  
RLG4-­‐08.099.145-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  721	  
RLG4-­‐08.524.234-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.549	  	  ;	  	  723	  
RLG4-­‐08.958.837-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.380	  	  ;	  	  731	  
RLG4-­‐10.176.442-­‐G	  	  	  	  	  	  13.639	  	  ;	  	  739	  
RLG4-­‐10.704.808-­‐T	  	  	  	  	  	  22.568	  	  ;	  	  746	  
RLG4-­‐10.677.897-­‐C	  	  	  	  	  	  23.802	  	  ;	  	  744	  
RLG4-­‐10.412.110-­‐A	  	  	  	  	  	  23.802	  	  ;	  	  741	  
RLG4-­‐10.804.525-­‐T	  	  	  	  	  	  26.306	  	  ;	  	  748	  
RLG4-­‐10.808.833-­‐C	  	  	  	  	  	  27.544	  	  ;	  	  749	  
RLG4-­‐10.842.774-­‐A	  	  	  	  	  	  27.544	  	  ;	  	  752	  
RLG4-­‐10.842.771-­‐T	  	  	  	  	  	  27.544	  	  ;	  	  751	  
RLG4-­‐20.604.783-­‐C	  	  	  	  	  	  43.163	  	  ;	  	  823	  
RLG4-­‐19.839.311-­‐C	  	  	  	  	  	  52.523	  	  ;	  	  815	  
RLG4-­‐19.429.690-­‐G	  	  	  	  	  	  64.317	  	  ;	  	  811	  
RLG4-­‐19.094.862-­‐G	  	  	  	  	  	  67.014	  	  ;	  	  807	  
RLG4-­‐18.760.842-­‐G	  	  	  	  	  	  72.557	  	  ;	  	  805	  
RLG4-­‐18.476.436-­‐T	  	  	  	  	  	  72.557	  	  ;	  	  800	  
RLG4-­‐24.088.755-­‐G	  	  	  	  	  	  75.057	  	  ;	  	  858	  
RLG4-­‐24.061.594-­‐T	  	  	  	  	  	  76.304	  	  ;	  	  856	  
RLG4-­‐24.505.185-­‐T	  	  	  	  	  	  78.143	  	  ;	  	  861	  
RLG4-­‐24.441.980-­‐T	  	  	  	  	  	  80.050	  	  ;	  	  859	  
RLG4-­‐24.442.129-­‐G	  	  	  	  	  	  80.568	  	  ;	  	  860	  
RLG4-­‐19.238.291-­‐G	  	  	  	  	  	  81.284	  	  ;	  	  810	  
RLG4-­‐19.238.235-­‐T	  	  	  	  	  	  81.284	  	  ;	  	  809	  
RLG4-­‐21.747.593-­‐C	  	  	  	  	  	  82.522	  	  ;	  	  837	  
RLG4-­‐21.723.424-­‐G	  	  	  	  	  	  83.759	  	  ;	  	  834	  
RLG4-­‐22.194.501-­‐C	  	  	  	  	  	  84.385	  	  ;	  	  842	  
RLG4-­‐21.781.261-­‐A	  	  	  	  	  	  84.986	  	  ;	  	  841	  
RLG4-­‐21.747.578-­‐C	  	  	  	  	  	  86.221	  	  ;	  	  836	  
RLG4-­‐21.747.617-­‐G	  	  	  	  	  	  86.844	  	  ;	  	  838	  
RLG4-­‐17.204.802-­‐T	  	  	  	  	  	  87.448	  	  ;	  	  789	  
RLG4-­‐17.255.375-­‐G	  	  	  	  	  	  88.686	  	  ;	  	  790	  
RLG4-­‐21.775.205-­‐C	  	  	  	  	  	  89.386	  	  ;	  	  840	  
RLG4-­‐22.344.229-­‐T	  	  	  	  	  	  89.922	  	  ;	  	  845	  
RLG4-­‐20.366.491-­‐C	  	  	  	  	  	  92.423	  	  ;	  	  820	  
RLG4-­‐22.458.060-­‐G	  	  	  	  	  	  93.657	  	  ;	  	  847	  
RLG4-­‐20.042.889-­‐A	  	  	  	  	  	  94.895	  	  ;	  	  819	  
RLG4-­‐20.366.497-­‐C	  	  	  	  	  	  96.264	  	  ;	  	  821	  
RLG4-­‐22.479.157-­‐T	  	  	  	  	  	  96.283	  	  ;	  	  848	  
RLG4-­‐20.366.552-­‐A	  	  	  	  	  	  99.990	  	  ;	  	  822	  
RLG4-­‐22.279.529-­‐C	  	  	  	  	  103.723	  	  ;	  	  844	  
RLG4-­‐22.279.487-­‐C	  	  	  	  	  103.723	  	  ;	  	  843	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  13:29:39	  
;	  ngrp=1,	  nloc=28	  
	  
group	  3	  
RLG4-­‐02.528.013-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  706	  
RLG4-­‐06.004.280-­‐C	  	  	  	  	  	  17.185	  	  ;	  	  712	  
RLG4-­‐06.910.996-­‐A	  	  	  	  	  	  19.901	  	  ;	  	  713	  
RLG4-­‐07.433.090-­‐T	  	  	  	  	  	  19.901	  	  ;	  	  715	  
RLG4-­‐07.694.002-­‐G	  	  	  	  	  	  21.135	  	  ;	  	  716	  
RLG4-­‐07.857.484-­‐T	  	  	  	  	  	  21.407	  	  ;	  	  718	  
RLG4-­‐07.857.479-­‐C	  	  	  	  	  	  21.676	  	  ;	  	  717	  
RLG4-­‐07.857.515-­‐G	  	  	  	  	  	  22.044	  	  ;	  	  719	  
RLG4-­‐07.971.070-­‐A	  	  	  	  	  	  22.359	  	  ;	  	  720	  
RLG4-­‐08.414.816-­‐C	  	  	  	  	  	  24.859	  	  ;	  	  722	  
RLG4-­‐08.821.207-­‐G	  	  	  	  	  	  28.655	  	  ;	  	  727	  
RLG4-­‐08.823.377-­‐G	  	  	  	  	  	  28.658	  	  ;	  	  729	  
RLG4-­‐08.823.361-­‐C	  	  	  	  	  	  29.893	  	  ;	  	  728	  
RLG4-­‐09.264.600-­‐A	  	  	  	  	  	  31.128	  	  ;	  	  736	  
RLG4-­‐09.280.801-­‐T	  	  	  	  	  	  31.128	  	  ;	  	  737	  
RLG4-­‐10.391.587-­‐C	  	  	  	  	  	  37.637	  	  ;	  	  740	  
RLG4-­‐10.542.969-­‐A	  	  	  	  	  	  42.457	  	  ;	  	  743	  
RLG4-­‐10.901.686-­‐A	  	  	  	  	  	  44.020	  	  ;	  	  753	  
RLG4-­‐10.804.496-­‐T	  	  	  	  	  	  44.020	  	  ;	  	  747	  
RLG4-­‐13.616.585-­‐C	  	  	  	  	  	  46.527	  	  ;	  	  764	  
RLG4-­‐13.197.992-­‐T	  	  	  	  	  	  49.034	  	  ;	  	  760	  
RLG4-­‐13.272.221-­‐T	  	  	  	  	  	  52.834	  	  ;	  	  762	  
RLG4-­‐14.376.435-­‐C	  	  	  	  	  	  52.974	  	  ;	  	  768	  
RLG4-­‐13.030.158-­‐T	  	  	  	  	  	  54.617	  	  ;	  	  759	  
RLG4-­‐14.775.022-­‐C	  	  	  	  	  	  56.575	  	  ;	  	  769	  
RLG4-­‐17.731.250-­‐G	  	  	  	  	  	  64.494	  	  ;	  	  792	  
RLG4-­‐18.687.401-­‐C	  	  	  	  	  	  69.931	  	  ;	  	  803	  
RLG4-­‐17.920.874-­‐A	  	  	  	  	  	  95.615	  	  ;	  	  797	  
	   	  
	  200	  
PJ/RLG4-­‐3	   PJ/RLG4-­‐4	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  13:36:28	  
;	  ngrp=1,	  nloc=20	  
	  
group	  2	  
RLG4-­‐08.682.467-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  726	  
RLG4-­‐08.996.964-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.238	  	  ;	  	  733	  
RLG4-­‐10.808.839-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.414	  	  ;	  	  750	  
RLG4-­‐12.541.809-­‐G	  	  	  	  	  	  	  7.604	  	  ;	  	  758	  
RLG4-­‐22.621.842-­‐G	  	  	  	  	  	  10.118	  	  ;	  	  853	  
RLG4-­‐13.357.264-­‐A	  	  	  	  	  	  12.618	  	  ;	  	  763	  
RLG4-­‐13.197.999-­‐A	  	  	  	  	  	  12.618	  	  ;	  	  761	  
RLG4-­‐15.381.302-­‐G	  	  	  	  	  	  13.865	  	  ;	  	  777	  
RLG4-­‐13.763.078-­‐A	  	  	  	  	  	  19.025	  	  ;	  	  765	  
RLG4-­‐24.990.592-­‐T	  	  	  	  	  	  21.538	  	  ;	  	  865	  
RLG4-­‐24.990.571-­‐T	  	  	  	  	  	  22.773	  	  ;	  	  864	  
RLG4-­‐15.573.473-­‐G	  	  	  	  	  	  24.008	  	  ;	  	  781	  
RLG4-­‐20.632.242-­‐A	  	  	  	  	  	  26.508	  	  ;	  	  825	  
RLG4-­‐20.632.076-­‐G	  	  	  	  	  	  26.508	  	  ;	  	  824	  
RLG4-­‐21.758.242-­‐T	  	  	  	  	  	  43.749	  	  ;	  	  839	  
RLG4-­‐21.723.517-­‐G	  	  	  	  	  	  45.087	  	  ;	  	  835	  
RLG4-­‐18.694.140-­‐T	  	  	  	  	  	  50.301	  	  ;	  	  804	  
RLG4-­‐20.898.482-­‐C	  	  	  	  	  	  57.078	  	  ;	  	  827	  
RLG4-­‐20.901.023-­‐A	  	  	  	  	  	  71.503	  	  ;	  	  830	  
RLG4-­‐20.901.010-­‐G	  	  	  	  	  	  75.868	  	  ;	  	  829	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  12:41:56	  
;	  nloc=11	  
	  
group	  4	  
RLG4-­‐09.183.669-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  734	  
RLG4-­‐10.704.779-­‐C	  	  	  	  	  	  10.273	  	  ;	  	  745	  
RLG4-­‐18.183.691-­‐G	  	  	  	  	  	  17.257	  	  ;	  	  798	  
RLG4-­‐19.094.870-­‐G	  	  	  	  	  	  26.880	  	  ;	  	  808	  
RLG4-­‐20.898.499-­‐A	  	  	  	  	  	  32.063	  	  ;	  	  828	  
RLG4-­‐24.045.710-­‐G	  	  	  	  	  	  42.962	  	  ;	  	  855	  
RLG4-­‐24.573.424-­‐G	  	  	  	  	  	  48.115	  	  ;	  	  863	  
RLG4-­‐17.204.790-­‐C	  	  	  	  	  	  49.757	  	  ;	  	  788	  
RLG4-­‐17.523.264-­‐G	  	  	  	  	  	  53.157	  	  ;	  	  791	  
RLG4-­‐22.479.181-­‐A	  	  	  	  	  	  55.657	  	  ;	  	  850	  
RLG4-­‐22.344.261-­‐T	  	  	  	  	  	  56.892	  	  ;	  	  846	  
	   	  
	  201	  
PJ/RLG5-­‐1	   	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  14:39:50	  
;	  ngrp=1,	  nloc=106	  
	  
group	  2	  
RLG5-­‐00.805.830-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  874	  
RLG5-­‐00.873.090-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.676	  	  ;	  	  875	  
RLG5-­‐04.158.687-­‐G	  	  	  	  	  	  15.003	  	  ;	  	  911	  
RLG5-­‐09.878.233-­‐T	  	  	  	  	  	  27.685	  	  ;	  	  941	  
RLG5-­‐11.214.634-­‐G	  	  	  	  	  	  29.246	  	  ;	  	  949	  
RLG5-­‐12.600.884-­‐G	  	  	  	  	  	  43.148	  	  ;	  	  960	  
RLG5-­‐11.199.660-­‐G	  	  	  	  	  	  52.168	  	  ;	  	  948	  
RLG5-­‐15.296.777-­‐G	  	  	  	  	  	  56.165	  	  ;	  	  969	  
RLG5-­‐10.761.378-­‐A	  	  	  	  	  	  61.702	  	  ;	  	  947	  
RLG5-­‐07.880.238-­‐G	  	  	  	  	  	  64.215	  	  ;	  	  932	  
RLG5-­‐13.324.740-­‐A	  	  	  	  	  	  64.221	  	  ;	  	  966	  
RLG5-­‐07.967.026-­‐T	  	  	  	  	  	  66.715	  	  ;	  	  939	  
RLG5-­‐15.932.482-­‐A	  	  	  	  	  	  67.950	  	  ;	  	  979	  
RLG5-­‐17.810.111-­‐C	  	  	  	  	  	  67.950	  	  ;	  1000	  
RLG5-­‐17.810.052-­‐C	  	  	  	  	  	  67.950	  	  ;	  	  999	  
RLG5-­‐16.073.566-­‐G	  	  	  	  	  	  67.950	  	  ;	  	  983	  
RLG5-­‐15.932.423-­‐G	  	  	  	  	  	  67.950	  	  ;	  	  977	  
RLG5-­‐17.704.208-­‐T	  	  	  	  	  	  67.950	  	  ;	  	  996	  
RLG5-­‐16.035.060-­‐C	  	  	  	  	  	  70.450	  	  ;	  	  981	  
RLG5-­‐17.806.517-­‐A	  	  	  	  	  	  70.450	  	  ;	  	  998	  
RLG5-­‐18.968.797-­‐T	  	  	  	  	  	  71.685	  	  ;	  1005	  
RLG5-­‐18.901.616-­‐A	  	  	  	  	  	  72.920	  	  ;	  1003	  
RLG5-­‐16.447.614-­‐G	  	  	  	  	  	  74.154	  	  ;	  	  985	  
RLG5-­‐17.717.318-­‐T	  	  	  	  	  	  74.154	  	  ;	  	  997	  
RLG5-­‐16.017.513-­‐C	  	  	  	  	  	  75.389	  	  ;	  	  980	  
RLG5-­‐15.691.772-­‐G	  	  	  	  	  	  77.031	  	  ;	  	  971	  
RLG5-­‐15.822.292-­‐A	  	  	  	  	  	  80.236	  	  ;	  	  973	  
RLG5-­‐17.812.028-­‐T	  	  	  	  	  	  80.400	  	  ;	  1001	  
RLG5-­‐07.934.565-­‐G	  	  	  	  	  	  88.829	  	  ;	  	  937	  
RLG5-­‐22.452.544-­‐G	  	  	  	  	  109.531	  	  ;	  1024	  
RLG5-­‐23.123.246-­‐A	  	  	  	  	  122.008	  	  ;	  1034	  
RLG5-­‐22.437.773-­‐G	  	  	  	  	  129.351	  	  ;	  1023	  
RLG5-­‐22.600.847-­‐G	  	  	  	  	  129.409	  	  ;	  1025	  
RLG5-­‐23.455.827-­‐A	  	  	  	  	  133.695	  	  ;	  1041	  
RLG5-­‐23.592.125-­‐C	  	  	  	  	  133.695	  	  ;	  1048	  
RLG5-­‐23.557.126-­‐T	  	  	  	  	  133.695	  	  ;	  1044	  
RLG5-­‐23.464.291-­‐A	  	  	  	  	  133.695	  	  ;	  1043	  
RLG5-­‐23.815.902-­‐T	  	  	  	  	  133.695	  	  ;	  1057	  
RLG5-­‐23.174.736-­‐G	  	  	  	  	  134.929	  	  ;	  1035	  
RLG5-­‐22.404.139-­‐C	  	  	  	  	  134.929	  	  ;	  1022	  
RLG5-­‐12.337.533-­‐A	  	  	  	  	  136.170	  	  ;	  	  954	  
RLG5-­‐12.337.547-­‐T	  	  	  	  	  138.683	  	  ;	  	  955	  
RLG5-­‐21.138.256-­‐G	  	  	  	  	  143.823	  	  ;	  1014	  
RLG5-­‐21.234.832-­‐A	  	  	  	  	  143.823	  	  ;	  1017	  
RLG5-­‐21.140.394-­‐G	  	  	  	  	  145.057	  	  ;	  1016	  
RLG5-­‐22.056.452-­‐A	  	  	  	  	  147.558	  	  ;	  1020	  
RLG5-­‐20.827.533-­‐A	  	  	  	  	  150.843	  	  ;	  1012	  
RLG5-­‐23.122.789-­‐T	  	  	  	  	  150.956	  	  ;	  1033	  
RLG5-­‐23.385.625-­‐G	  	  	  	  	  152.586	  	  ;	  1038	  
RLG5-­‐23.385.697-­‐T	  	  	  	  	  152.586	  	  ;	  1039	  
RLG5-­‐23.580.102-­‐T	  	  	  	  	  152.586	  	  ;	  1047	  
RLG5-­‐23.732.040-­‐C	  	  	  	  	  152.586	  	  ;	  1053	  
RLG5-­‐23.884.431-­‐A	  	  	  	  	  152.586	  	  ;	  1058	  
RLG5-­‐23.426.518-­‐G	  	  	  	  	  153.188	  	  ;	  1040	  
RLG5-­‐24.062.440-­‐C	  	  	  	  	  153.813	  	  ;	  1063	  
RLG5-­‐23.610.101-­‐C	  	  	  	  	  154.138	  	  ;	  1051	  
RLG5-­‐23.610.052-­‐C	  	  	  	  	  154.696	  	  ;	  1050	  
RLG5-­‐24.048.472-­‐C	  	  	  	  	  155.038	  	  ;	  1061	  
RLG5-­‐24.048.497-­‐G	  	  	  	  	  155.038	  	  ;	  1062	  
RLG5-­‐24.046.983-­‐C	  	  	  	  	  155.038	  	  ;	  1060	  
RLG5-­‐24.283.320-­‐C	  	  	  	  	  157.539	  	  ;	  1069	  
RLG5-­‐24.257.075-­‐G	  	  	  	  	  157.539	  	  ;	  1067	  
RLG5-­‐24.186.697-­‐T	  	  	  	  	  157.539	  	  ;	  1066	  
RLG5-­‐24.338.864-­‐G	  	  	  	  	  158.561	  	  ;	  1071	  
RLG5-­‐24.161.497-­‐A	  	  	  	  	  160.009	  	  ;	  1065	  
RLG5-­‐24.681.541-­‐G	  	  	  	  	  161.244	  	  ;	  1077	  
RLG5-­‐24.580.846-­‐T	  	  	  	  	  161.851	  	  ;	  1072	  
RLG5-­‐24.804.330-­‐A	  	  	  	  	  162.471	  	  ;	  1080	  
RLG5-­‐24.747.788-­‐G	  	  	  	  	  162.471	  	  ;	  1079	  
RLG5-­‐24.971.750-­‐G	  	  	  	  	  164.958	  	  ;	  1081	  
RLG5-­‐25.007.180-­‐T	  	  	  	  	  164.970	  	  ;	  1082	  
RLG5-­‐26.976.993-­‐A	  	  	  	  	  170.110	  	  ;	  1112	  
RLG5-­‐26.905.331-­‐A	  	  	  	  	  172.604	  	  ;	  1110	  
RLG5-­‐26.475.079-­‐A	  	  	  	  	  172.616	  	  ;	  1104	  
RLG5-­‐26.771.677-­‐T	  	  	  	  	  173.851	  	  ;	  1108	  
RLG5-­‐26.906.229-­‐T	  	  	  	  	  175.085	  	  ;	  1111	  
RLG5-­‐26.262.336-­‐T	  	  	  	  	  179.808	  	  ;	  1093	  
RLG5-­‐26.262.361-­‐T	  	  	  	  	  179.823	  	  ;	  1094	  
RLG5-­‐26.356.708-­‐C	  	  	  	  	  184.009	  	  ;	  1097	  
RLG5-­‐26.356.720-­‐T	  	  	  	  	  184.009	  	  ;	  1098	  
RLG5-­‐26.356.752-­‐A	  	  	  	  	  185.243	  	  ;	  1100	  
RLG5-­‐26.356.698-­‐T	  	  	  	  	  185.243	  	  ;	  1096	  
RLG5-­‐26.349.815-­‐G	  	  	  	  	  186.169	  	  ;	  1095	  
RLG5-­‐26.038.911-­‐A	  	  	  	  	  186.472	  	  ;	  1088	  
RLG5-­‐28.331.980-­‐G	  	  	  	  	  187.707	  	  ;	  1143	  
RLG5-­‐28.489.746-­‐T	  	  	  	  	  187.707	  	  ;	  1157	  
RLG5-­‐28.429.521-­‐C	  	  	  	  	  188.231	  	  ;	  1148	  
RLG5-­‐28.364.617-­‐A	  	  	  	  	  188.934	  	  ;	  1146	  
RLG5-­‐28.438.210-­‐A	  	  	  	  	  190.804	  	  ;	  1150	  
RLG5-­‐25.676.954-­‐G	  	  	  	  	  192.661	  	  ;	  1084	  
RLG5-­‐28.429.599-­‐C	  	  	  	  	  192.725	  	  ;	  1149	  
RLG5-­‐25.657.698-­‐A	  	  	  	  	  192.740	  	  ;	  1083	  
RLG5-­‐28.610.007-­‐C	  	  	  	  	  195.158	  	  ;	  1160	  
RLG5-­‐28.668.382-­‐G	  	  	  	  	  196.392	  	  ;	  1161	  
RLG5-­‐27.350.494-­‐T	  	  	  	  	  197.627	  	  ;	  1120	  
RLG5-­‐27.548.973-­‐C	  	  	  	  	  197.627	  	  ;	  1126	  
RLG5-­‐27.350.527-­‐A	  	  	  	  	  198.865	  	  ;	  1121	  
RLG5-­‐27.313.849-­‐C	  	  	  	  	  200.109	  	  ;	  1115	  
RLG5-­‐27.343.147-­‐G	  	  	  	  	  202.619	  	  ;	  1118	  
RLG5-­‐27.685.152-­‐T	  	  	  	  	  205.097	  	  ;	  1128	  
RLG5-­‐27.632.393-­‐A	  	  	  	  	  205.121	  	  ;	  1127	  
RLG5-­‐27.869.793-­‐C	  	  	  	  	  206.356	  	  ;	  1140	  
RLG5-­‐29.145.707-­‐T	  	  	  	  	  210.768	  	  ;	  1171	  
RLG5-­‐27.861.916-­‐A	  	  	  	  	  215.302	  	  ;	  1137	  
RLG5-­‐27.720.677-­‐C	  	  	  	  	  216.634	  	  ;	  1130	  
RLG5-­‐27.720.692-­‐C	  	  	  	  	  234.099	  	  ;	  1131	  
	   	  
	  202	  
PJ/RLG5-­‐2	   PJ/RLG5-­‐3	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  14:07:52	  
;	  ngrp=1,	  nloc=33	  
	  
group	  1	  
RLG5-­‐00.805.827-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  873	  
RLG5-­‐00.177.153-­‐G	  	  	  	  	  	  18.136	  	  ;	  	  868	  
RLG5-­‐01.376.583-­‐A	  	  	  	  	  	  24.334	  	  ;	  	  879	  
RLG5-­‐00.755.058-­‐C	  	  	  	  	  	  25.568	  	  ;	  	  872	  
RLG5-­‐01.372.597-­‐T	  	  	  	  	  	  27.000	  	  ;	  	  877	  
RLG5-­‐03.936.230-­‐T	  	  	  	  	  	  35.313	  	  ;	  	  906	  
RLG5-­‐02.074.209-­‐A	  	  	  	  	  	  37.180	  	  ;	  	  886	  
RLG5-­‐10.270.608-­‐T	  	  	  	  	  	  55.013	  	  ;	  	  944	  
RLG5-­‐10.270.631-­‐G	  	  	  	  	  	  55.013	  	  ;	  	  945	  
RLG5-­‐07.036.339-­‐G	  	  	  	  	  	  56.251	  	  ;	  	  928	  
RLG5-­‐05.724.771-­‐C	  	  	  	  	  	  60.054	  	  ;	  	  917	  
RLG5-­‐03.216.084-­‐A	  	  	  	  	  	  60.992	  	  ;	  	  900	  
RLG5-­‐07.880.270-­‐T	  	  	  	  	  	  62.525	  	  ;	  	  934	  
RLG5-­‐18.398.734-­‐G	  	  	  	  	  	  63.759	  	  ;	  1002	  
RLG5-­‐07.934.572-­‐A	  	  	  	  	  	  64.997	  	  ;	  	  938	  
RLG5-­‐16.696.313-­‐A	  	  	  	  	  	  68.816	  	  ;	  	  987	  
RLG5-­‐15.926.522-­‐A	  	  	  	  	  	  71.333	  	  ;	  	  974	  
RLG5-­‐16.378.396-­‐C	  	  	  	  	  	  71.333	  	  ;	  	  984	  
RLG5-­‐19.119.535-­‐T	  	  	  	  	  	  71.446	  	  ;	  1007	  
RLG5-­‐15.402.938-­‐T	  	  	  	  	  	  75.130	  	  ;	  	  970	  
RLG5-­‐17.660.142-­‐A	  	  	  	  	  	  77.630	  	  ;	  	  993	  
RLG5-­‐18.901.619-­‐T	  	  	  	  	  	  77.630	  	  ;	  1004	  
RLG5-­‐17.704.178-­‐G	  	  	  	  	  	  77.630	  	  ;	  	  994	  
RLG5-­‐17.577.458-­‐G	  	  	  	  	  	  77.630	  	  ;	  	  991	  
RLG5-­‐21.122.566-­‐C	  	  	  	  	  	  82.763	  	  ;	  1013	  
RLG5-­‐21.465.241-­‐C	  	  	  	  	  	  83.998	  	  ;	  1019	  
RLG5-­‐22.626.153-­‐T	  	  	  	  	  	  90.500	  	  ;	  1027	  
RLG5-­‐23.024.020-­‐A	  	  	  	  	  	  90.500	  	  ;	  1030	  
RLG5-­‐23.569.609-­‐C	  	  	  	  	  	  91.368	  	  ;	  1045	  
RLG5-­‐23.569.639-­‐T	  	  	  	  	  	  92.390	  	  ;	  1046	  
RLG5-­‐23.770.164-­‐A	  	  	  	  	  	  94.229	  	  ;	  1054	  
RLG5-­‐23.722.238-­‐A	  	  	  	  	  	  95.463	  	  ;	  1052	  
RLG5-­‐24.580.857-­‐T	  	  	  	  	  	  98.282	  	  ;	  1074 
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  13:54:16	  
;	  ngrp=1,	  nloc=24	  
	  
group	  4	  
RLG5-­‐00.383.578-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  	  870	  
RLG5-­‐00.211.848-­‐C	  	  	  	  	  	  	  3.977	  	  ;	  	  869	  
RLG5-­‐01.372.534-­‐C	  	  	  	  	  	  	  4.066	  	  ;	  	  876	  
RLG5-­‐01.524.070-­‐A	  	  	  	  	  	  	  4.066	  	  ;	  	  883	  
RLG5-­‐02.649.284-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.566	  	  ;	  	  898	  
RLG5-­‐02.145.966-­‐T	  	  	  	  	  	  10.369	  	  ;	  	  888	  
RLG5-­‐02.126.290-­‐A	  	  	  	  	  	  11.044	  	  ;	  	  887	  
RLG5-­‐02.228.628-­‐T	  	  	  	  	  	  11.605	  	  ;	  	  891	  
RLG5-­‐06.070.320-­‐A	  	  	  	  	  	  12.840	  	  ;	  	  923	  
RLG5-­‐06.056.270-­‐C	  	  	  	  	  	  12.855	  	  ;	  	  922	  
RLG5-­‐02.283.147-­‐C	  	  	  	  	  	  15.340	  	  ;	  	  892	  
RLG5-­‐02.148.899-­‐T	  	  	  	  	  	  17.254	  	  ;	  	  889	  
RLG5-­‐02.296.782-­‐G	  	  	  	  	  	  17.260	  	  ;	  	  894	  
RLG5-­‐05.897.024-­‐T	  	  	  	  	  	  19.067	  	  ;	  	  921	  
RLG5-­‐04.132.131-­‐C	  	  	  	  	  	  19.631	  	  ;	  	  909	  
RLG5-­‐03.866.235-­‐C	  	  	  	  	  	  20.297	  	  ;	  	  904	  
RLG5-­‐04.046.461-­‐T	  	  	  	  	  	  21.538	  	  ;	  	  907	  
RLG5-­‐03.860.493-­‐G	  	  	  	  	  	  22.775	  	  ;	  	  903	  
RLG5-­‐04.050.907-­‐T	  	  	  	  	  	  22.775	  	  ;	  	  908	  
RLG5-­‐03.439.630-­‐G	  	  	  	  	  	  25.289	  	  ;	  	  901	  
RLG5-­‐02.551.830-­‐A	  	  	  	  	  	  29.101	  	  ;	  	  895	  
RLG5-­‐02.570.848-­‐T	  	  	  	  	  	  29.101	  	  ;	  	  896	  
RLG5-­‐05.157.117-­‐T	  	  	  	  	  	  29.107	  	  ;	  	  914	  
RLG5-­‐05.678.189-­‐G	  	  	  	  	  	  31.807	  	  ;	  	  916	  
	   	  
	  203	  
PJ/RLG5-­‐4	   PJ/RLG6-­‐1	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  13:56:20	  
;	  nloc=29	  
	  
group	  3	  
RLG5-­‐26.394.128-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1101	  
RLG5-­‐26.492.788-­‐T	  	  	  	  	  	  	  3.803	  	  ;	  1105	  
RLG5-­‐26.667.395-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.040	  	  ;	  1106	  
RLG5-­‐26.474.559-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.040	  	  ;	  1103	  
RLG5-­‐26.038.949-­‐T	  	  	  	  	  	  	  6.275	  	  ;	  1091	  
RLG5-­‐25.996.360-­‐C	  	  	  	  	  	  	  7.510	  	  ;	  1087	  
RLG5-­‐28.332.200-­‐C	  	  	  	  	  	  10.010	  	  ;	  1145	  
RLG5-­‐28.489.737-­‐C	  	  	  	  	  	  10.010	  	  ;	  1156	  
RLG5-­‐28.458.727-­‐C	  	  	  	  	  	  11.245	  	  ;	  1154	  
RLG5-­‐27.320.841-­‐A	  	  	  	  	  	  11.257	  	  ;	  1116	  
RLG5-­‐28.393.248-­‐A	  	  	  	  	  	  13.703	  	  ;	  1147	  
RLG5-­‐28.438.271-­‐A	  	  	  	  	  	  13.727	  	  ;	  1153	  
RLG5-­‐28.671.925-­‐A	  	  	  	  	  	  13.743	  	  ;	  1163	  
RLG5-­‐28.438.261-­‐A	  	  	  	  	  	  13.743	  	  ;	  1152	  
RLG5-­‐28.671.144-­‐T	  	  	  	  	  	  13.743	  	  ;	  1162	  
RLG5-­‐28.743.276-­‐C	  	  	  	  	  	  14.977	  	  ;	  1165	  
RLG5-­‐27.358.820-­‐T	  	  	  	  	  	  14.977	  	  ;	  1123	  
RLG5-­‐27.358.780-­‐T	  	  	  	  	  	  16.212	  	  ;	  1122	  
RLG5-­‐27.324.666-­‐G	  	  	  	  	  	  18.063	  	  ;	  1117	  
RLG5-­‐25.792.902-­‐C	  	  	  	  	  	  19.942	  	  ;	  1085	  
RLG5-­‐27.444.651-­‐C	  	  	  	  	  	  23.745	  	  ;	  1125	  
RLG5-­‐27.413.722-­‐A	  	  	  	  	  	  23.769	  	  ;	  1124	  
RLG5-­‐27.711.662-­‐A	  	  	  	  	  	  26.244	  	  ;	  1129	  
RLG5-­‐27.982.553-­‐T	  	  	  	  	  	  26.244	  	  ;	  1141	  
RLG5-­‐27.733.889-­‐A	  	  	  	  	  	  26.244	  	  ;	  1135	  
RLG5-­‐27.724.702-­‐A	  	  	  	  	  	  27.479	  	  ;	  1133	  
RLG5-­‐27.721.619-­‐C	  	  	  	  	  	  27.479	  	  ;	  1132	  
RLG5-­‐27.861.826-­‐G	  	  	  	  	  	  27.479	  	  ;	  1136	  
RLG5-­‐27.861.959-­‐G	  	  	  	  	  	  27.479	  	  ;	  1138	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  18:11:49	  
;	  ngrp=1,	  nloc=35	  
	  
group	  1	  
RLG6-­‐02.464.774-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1191	  
RLG6-­‐03.006.257-­‐G	  	  	  	  	  	  	  3.783	  	  ;	  1195	  
RLG6-­‐03.272.706-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.438	  	  ;	  1197	  
RLG6-­‐03.668.036-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.277	  	  ;	  1202	  
RLG6-­‐04.068.988-­‐G	  	  	  	  	  	  13.103	  	  ;	  1208	  
RLG6-­‐04.223.045-­‐T	  	  	  	  	  	  13.145	  	  ;	  1209	  
RLG6-­‐05.706.809-­‐C	  	  	  	  	  	  16.912	  	  ;	  1229	  
RLG6-­‐06.512.907-­‐T	  	  	  	  	  	  21.567	  	  ;	  1238	  
RLG6-­‐08.070.956-­‐C	  	  	  	  	  	  24.567	  	  ;	  1255	  
RLG6-­‐12.776.492-­‐A	  	  	  	  	  	  27.570	  	  ;	  1316	  
RLG6-­‐23.628.022-­‐A	  	  	  	  	  	  32.235	  	  ;	  1397	  
RLG6-­‐16.185.432-­‐T	  	  	  	  	  	  36.035	  	  ;	  1354	  
RLG6-­‐17.093.423-­‐G	  	  	  	  	  	  36.035	  	  ;	  1362	  
RLG6-­‐12.225.822-­‐A	  	  	  	  	  	  41.167	  	  ;	  1310	  
RLG6-­‐09.206.018-­‐C	  	  	  	  	  	  41.167	  	  ;	  1269	  
RLG6-­‐13.708.521-­‐T	  	  	  	  	  	  46.313	  	  ;	  1326	  
RLG6-­‐13.535.745-­‐A	  	  	  	  	  	  47.561	  	  ;	  1324	  
RLG6-­‐10.913.973-­‐G	  	  	  	  	  	  50.090	  	  ;	  1295	  
RLG6-­‐09.514.218-­‐G	  	  	  	  	  	  50.130	  	  ;	  1273	  
RLG6-­‐15.859.176-­‐G	  	  	  	  	  	  65.453	  	  ;	  1344	  
RLG6-­‐14.081.220-­‐G	  	  	  	  	  	  81.646	  	  ;	  1330	  
RLG6-­‐14.195.299-­‐C	  	  	  	  	  	  84.854	  	  ;	  1336	  
RLG6-­‐18.738.507-­‐C	  	  	  	  	  	  94.218	  	  ;	  1371	  
RLG6-­‐13.882.313-­‐G	  	  	  	  	  	  94.236	  	  ;	  1327	  
RLG6-­‐19.824.402-­‐A	  	  	  	  	  	  94.236	  	  ;	  1374	  
RLG6-­‐10.262.073-­‐C	  	  	  	  	  	  95.474	  	  ;	  1286	  
RLG6-­‐20.259.007-­‐G	  	  	  	  	  100.620	  	  ;	  1378	  
RLG6-­‐25.269.912-­‐C	  	  	  	  	  108.350	  	  ;	  1407	  
RLG6-­‐22.218.723-­‐G	  	  	  	  	  108.521	  	  ;	  1385	  
RLG6-­‐22.189.240-­‐A	  	  	  	  	  108.521	  	  ;	  1384	  
RLG6-­‐24.147.728-­‐A	  	  	  	  	  108.521	  	  ;	  1398	  
RLG6-­‐22.218.744-­‐G	  	  	  	  	  108.521	  	  ;	  1387	  
RLG6-­‐18.247.068-­‐T	  	  	  	  	  108.521	  	  ;	  1366	  
RLG6-­‐23.386.713-­‐T	  	  	  	  	  108.521	  	  ;	  1394	  
RLG6-­‐33.070.525-­‐G	  	  	  	  	  127.589	  	  ;	  1496	  	   	  
	  204	  
PJ/RLG6-­‐2	   	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  17:46:11	  
;	  ngrp=1,	  nloc=107	  
	  
group	  1	  
RLG6-­‐24.316.943-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1399	  
RLG6-­‐24.916.077-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1402	  
RLG6-­‐23.117.399-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.234	  	  ;	  1392	  
RLG6-­‐25.791.687-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.234	  	  ;	  1413	  
RLG6-­‐25.787.129-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.234	  	  ;	  1409	  
RLG6-­‐25.855.158-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.950	  	  ;	  1414	  
RLG6-­‐12.982.885-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.465	  	  ;	  1318	  
RLG6-­‐29.058.703-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.267	  	  ;	  1443	  
RLG6-­‐29.052.724-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.267	  	  ;	  1440	  
RLG6-­‐29.058.609-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.267	  	  ;	  1442	  
RLG6-­‐29.058.720-­‐G	  	  	  	  	  	  10.067	  	  ;	  1444	  
RLG6-­‐29.058.767-­‐C	  	  	  	  	  	  10.067	  	  ;	  1446	  
RLG6-­‐28.321.463-­‐A	  	  	  	  	  	  12.535	  	  ;	  1434	  
RLG6-­‐28.241.285-­‐C	  	  	  	  	  	  12.566	  	  ;	  1433	  
RLG6-­‐27.271.079-­‐G	  	  	  	  	  	  15.044	  	  ;	  1424	  
RLG6-­‐27.032.101-­‐G	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1419	  
RLG6-­‐29.889.662-­‐T	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1465	  
RLG6-­‐29.909.976-­‐G	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1467	  
RLG6-­‐26.966.491-­‐T	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1418	  
RLG6-­‐27.254.320-­‐G	  	  	  	  	  	  15.068	  	  ;	  1423	  
RLG6-­‐29.763.865-­‐A	  	  	  	  	  	  16.935	  	  ;	  1461	  
RLG6-­‐29.713.415-­‐C	  	  	  	  	  	  16.944	  	  ;	  1458	  
RLG6-­‐29.789.361-­‐C	  	  	  	  	  	  18.792	  	  ;	  1464	  
RLG6-­‐27.085.979-­‐T	  	  	  	  	  	  18.792	  	  ;	  1421	  
RLG6-­‐29.763.876-­‐G	  	  	  	  	  	  19.381	  	  ;	  1462	  
RLG6-­‐29.688.966-­‐C	  	  	  	  	  	  20.019	  	  ;	  1456	  
RLG6-­‐29.369.291-­‐G	  	  	  	  	  	  22.289	  	  ;	  1450	  
RLG6-­‐30.170.913-­‐A	  	  	  	  	  	  24.505	  	  ;	  1469	  
RLG6-­‐27.616.142-­‐G	  	  	  	  	  	  27.502	  	  ;	  1430	  
RLG6-­‐27.616.138-­‐T	  	  	  	  	  	  27.523	  	  ;	  1429	  
RLG6-­‐29.250.974-­‐A	  	  	  	  	  	  27.560	  	  ;	  1449	  
RLG6-­‐27.698.376-­‐T	  	  	  	  	  	  28.801	  	  ;	  1432	  
RLG6-­‐32.818.804-­‐A	  	  	  	  	  	  32.606	  	  ;	  1494	  
RLG6-­‐32.815.755-­‐C	  	  	  	  	  	  32.606	  	  ;	  1493	  
RLG6-­‐33.143.135-­‐A	  	  	  	  	  	  32.606	  	  ;	  1498	  
RLG6-­‐32.148.190-­‐T	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1484	  
RLG6-­‐33.695.590-­‐A	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1509	  
RLG6-­‐32.206.001-­‐G	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1485	  
RLG6-­‐36.198.517-­‐T	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1558	  
RLG6-­‐36.215.821-­‐T	  	  	  	  	  	  35.076	  	  ;	  1561	  
RLG6-­‐35.636.248-­‐C	  	  	  	  	  	  36.310	  	  ;	  1544	  
RLG6-­‐35.911.375-­‐C	  	  	  	  	  	  36.310	  	  ;	  1551	  
RLG6-­‐35.440.609-­‐C	  	  	  	  	  	  37.545	  	  ;	  1540	  
RLG6-­‐35.233.885-­‐T	  	  	  	  	  	  37.545	  	  ;	  1522	  
RLG6-­‐35.423.204-­‐C	  	  	  	  	  	  38.783	  	  ;	  1538	  
RLG6-­‐36.145.596-­‐T	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1555	  
RLG6-­‐35.588.259-­‐G	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1543	  
RLG6-­‐35.796.721-­‐G	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1546	  
RLG6-­‐36.177.001-­‐G	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1557	  
RLG6-­‐35.017.322-­‐T	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1519	  
RLG6-­‐35.868.401-­‐C	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1549	  
RLG6-­‐35.423.189-­‐T	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1537	  
RLG6-­‐34.965.958-­‐G	  	  	  	  	  	  41.255	  	  ;	  1518	  
RLG6-­‐34.905.056-­‐A	  	  	  	  	  	  41.255	  	  ;	  1516	  
RLG6-­‐38.054.782-­‐A	  	  	  	  	  	  42.781	  	  ;	  1589	  
RLG6-­‐38.656.056-­‐G	  	  	  	  	  	  45.966	  	  ;	  1603	  
RLG6-­‐38.136.626-­‐T	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1592	  
RLG6-­‐38.566.953-­‐A	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1599	  
RLG6-­‐38.110.158-­‐C	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1591	  
RLG6-­‐38.299.733-­‐C	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1596	  
RLG6-­‐38.625.107-­‐G	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1600	  
RLG6-­‐38.499.597-­‐G	  	  	  	  	  	  48.758	  	  ;	  1598	  
RLG6-­‐37.892.045-­‐C	  	  	  	  	  	  48.758	  	  ;	  1586	  
RLG6-­‐38.311.365-­‐A	  	  	  	  	  	  49.993	  	  ;	  1597	  
RLG6-­‐38.044.363-­‐A	  	  	  	  	  	  49.993	  	  ;	  1587	  
RLG6-­‐34.618.875-­‐G	  	  	  	  	  	  51.227	  	  ;	  1515	  
RLG6-­‐38.724.462-­‐C	  	  	  	  	  	  51.227	  	  ;	  1605	  
RLG6-­‐38.652.720-­‐T	  	  	  	  	  	  51.227	  	  ;	  1601	  
RLG6-­‐38.299.677-­‐A	  	  	  	  	  	  51.906	  	  ;	  1593	  
RLG6-­‐34.935.874-­‐T	  	  	  	  	  	  52.454	  	  ;	  1517	  
RLG6-­‐38.965.031-­‐G	  	  	  	  	  	  52.476	  	  ;	  1609	  
RLG6-­‐35.268.091-­‐A	  	  	  	  	  	  54.954	  	  ;	  1527	  
RLG6-­‐36.145.572-­‐T	  	  	  	  	  	  55.527	  	  ;	  1554	  
RLG6-­‐36.072.070-­‐T	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1552	  
RLG6-­‐35.262.490-­‐C	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1524	  
RLG6-­‐36.146.204-­‐G	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1556	  
RLG6-­‐36.143.763-­‐C	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1553	  
RLG6-­‐35.533.336-­‐C	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1542	  
RLG6-­‐33.470.061-­‐C	  	  	  	  	  	  57.415	  	  ;	  1505	  
RLG6-­‐31.926.366-­‐G	  	  	  	  	  	  57.415	  	  ;	  1481	  
RLG6-­‐33.728.972-­‐C	  	  	  	  	  	  57.434	  	  ;	  1511	  
RLG6-­‐32.214.252-­‐C	  	  	  	  	  	  57.446	  	  ;	  1488	  
RLG6-­‐33.469.339-­‐G	  	  	  	  	  	  57.464	  	  ;	  1503	  
RLG6-­‐35.866.027-­‐C	  	  	  	  	  	  59.914	  	  ;	  1548	  
RLG6-­‐33.731.152-­‐A	  	  	  	  	  	  59.920	  	  ;	  1512	  
RLG6-­‐35.275.252-­‐C	  	  	  	  	  	  66.436	  	  ;	  1529	  
RLG6-­‐38.108.593-­‐C	  	  	  	  	  	  78.276	  	  ;	  1590	  
RLG6-­‐38.044.414-­‐T	  	  	  	  	  	  79.658	  	  ;	  1588	  
RLG6-­‐37.892.042-­‐C	  	  	  	  	  	  81.234	  	  ;	  1585	  
RLG6-­‐37.782.060-­‐T	  	  	  	  	  	  83.863	  	  ;	  1581	  
RLG6-­‐37.782.106-­‐A	  	  	  	  	  	  83.876	  	  ;	  1583	  
RLG6-­‐37.592.868-­‐C	  	  	  	  	  	  90.025	  	  ;	  1576	  
RLG6-­‐37.635.853-­‐G	  	  	  	  	  	  91.363	  	  ;	  1577	  
RLG6-­‐37.232.945-­‐C	  	  	  	  	  	  92.720	  	  ;	  1566	  
RLG6-­‐37.522.517-­‐C	  	  	  	  	  	  92.720	  	  ;	  1574	  
RLG6-­‐37.420.710-­‐C	  	  	  	  	  	  92.720	  	  ;	  1572	  
RLG6-­‐37.123.163-­‐T	  	  	  	  	  	  93.954	  	  ;	  1563	  
RLG6-­‐39.565.218-­‐G	  	  	  	  	  	  95.189	  	  ;	  1610	  
RLG6-­‐39.720.123-­‐A	  	  	  	  	  	  95.189	  	  ;	  1612	  
RLG6-­‐39.655.551-­‐A	  	  	  	  	  	  96.424	  	  ;	  1611	  
RLG6-­‐39.949.877-­‐C	  	  	  	  	  	  96.424	  	  ;	  1616	  
RLG6-­‐39.901.104-­‐G	  	  	  	  	  	  97.658	  	  ;	  1614	  
RLG6-­‐37.118.330-­‐A	  	  	  	  	  100.159	  	  ;	  1562	  
RLG6-­‐37.132.617-­‐G	  	  	  	  	  100.159	  	  ;	  1565	  
RLG6-­‐37.459.530-­‐G	  	  	  	  	  101.394	  	  ;	  1573	  
RLG6-­‐37.349.346-­‐G	  	  	  	  	  101.394	  	  ;	  1568	  
RLG6-­‐37.349.431-­‐G	  	  	  	  	  104.135	  	  ;	  1569	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PJ/RLG6-­‐2	   	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  17:46:11	  
;	  ngrp=1,	  nloc=107	  
	  
group	  1	  
RLG6-­‐24.316.943-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1399	  
RLG6-­‐24.916.077-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1402	  
RLG6-­‐23.117.399-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.234	  	  ;	  1392	  
RLG6-­‐25.791.687-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.234	  	  ;	  1413	  
RLG6-­‐25.787.129-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.234	  	  ;	  1409	  
RLG6-­‐25.855.158-­‐C	  	  	  	  	  	  	  1.950	  	  ;	  1414	  
RLG6-­‐12.982.885-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.465	  	  ;	  1318	  
RLG6-­‐29.058.703-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.267	  	  ;	  1443	  
RLG6-­‐29.052.724-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.267	  	  ;	  1440	  
RLG6-­‐29.058.609-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.267	  	  ;	  1442	  
RLG6-­‐29.058.720-­‐G	  	  	  	  	  	  10.067	  	  ;	  1444	  
RLG6-­‐29.058.767-­‐C	  	  	  	  	  	  10.067	  	  ;	  1446	  
RLG6-­‐28.321.463-­‐A	  	  	  	  	  	  12.535	  	  ;	  1434	  
RLG6-­‐28.241.285-­‐C	  	  	  	  	  	  12.566	  	  ;	  1433	  
RLG6-­‐27.271.079-­‐G	  	  	  	  	  	  15.044	  	  ;	  1424	  
RLG6-­‐27.032.101-­‐G	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1419	  
RLG6-­‐29.889.662-­‐T	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1465	  
RLG6-­‐29.909.976-­‐G	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1467	  
RLG6-­‐26.966.491-­‐T	  	  	  	  	  	  15.065	  	  ;	  1418	  
RLG6-­‐27.254.320-­‐G	  	  	  	  	  	  15.068	  	  ;	  1423	  
RLG6-­‐29.763.865-­‐A	  	  	  	  	  	  16.935	  	  ;	  1461	  
RLG6-­‐29.713.415-­‐C	  	  	  	  	  	  16.944	  	  ;	  1458	  
RLG6-­‐29.789.361-­‐C	  	  	  	  	  	  18.792	  	  ;	  1464	  
RLG6-­‐27.085.979-­‐T	  	  	  	  	  	  18.792	  	  ;	  1421	  
RLG6-­‐29.763.876-­‐G	  	  	  	  	  	  19.381	  	  ;	  1462	  
RLG6-­‐29.688.966-­‐C	  	  	  	  	  	  20.019	  	  ;	  1456	  
RLG6-­‐29.369.291-­‐G	  	  	  	  	  	  22.289	  	  ;	  1450	  
RLG6-­‐30.170.913-­‐A	  	  	  	  	  	  24.505	  	  ;	  1469	  
RLG6-­‐27.616.142-­‐G	  	  	  	  	  	  27.502	  	  ;	  1430	  
RLG6-­‐27.616.138-­‐T	  	  	  	  	  	  27.523	  	  ;	  1429	  
RLG6-­‐29.250.974-­‐A	  	  	  	  	  	  27.560	  	  ;	  1449	  
RLG6-­‐27.698.376-­‐T	  	  	  	  	  	  28.801	  	  ;	  1432	  
RLG6-­‐32.818.804-­‐A	  	  	  	  	  	  32.606	  	  ;	  1494	  
RLG6-­‐32.815.755-­‐C	  	  	  	  	  	  32.606	  	  ;	  1493	  
RLG6-­‐33.143.135-­‐A	  	  	  	  	  	  32.606	  	  ;	  1498	  
RLG6-­‐32.148.190-­‐T	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1484	  
RLG6-­‐33.695.590-­‐A	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1509	  
RLG6-­‐32.206.001-­‐G	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1485	  
RLG6-­‐36.198.517-­‐T	  	  	  	  	  	  33.841	  	  ;	  1558	  
RLG6-­‐36.215.821-­‐T	  	  	  	  	  	  35.076	  	  ;	  1561	  
RLG6-­‐35.636.248-­‐C	  	  	  	  	  	  36.310	  	  ;	  1544	  
RLG6-­‐35.911.375-­‐C	  	  	  	  	  	  36.310	  	  ;	  1551	  
RLG6-­‐35.440.609-­‐C	  	  	  	  	  	  37.545	  	  ;	  1540	  
RLG6-­‐35.233.885-­‐T	  	  	  	  	  	  37.545	  	  ;	  1522	  
RLG6-­‐35.423.204-­‐C	  	  	  	  	  	  38.783	  	  ;	  1538	  
RLG6-­‐36.145.596-­‐T	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1555	  
RLG6-­‐35.588.259-­‐G	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1543	  
RLG6-­‐35.796.721-­‐G	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1546	  
RLG6-­‐36.177.001-­‐G	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1557	  
RLG6-­‐35.017.322-­‐T	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1519	  
RLG6-­‐35.868.401-­‐C	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1549	  
RLG6-­‐35.423.189-­‐T	  	  	  	  	  	  40.020	  	  ;	  1537	  
RLG6-­‐34.965.958-­‐G	  	  	  	  	  	  41.255	  	  ;	  1518	  
RLG6-­‐34.905.056-­‐A	  	  	  	  	  	  41.255	  	  ;	  1516	  
RLG6-­‐38.054.782-­‐A	  	  	  	  	  	  42.781	  	  ;	  1589	  
RLG6-­‐38.656.056-­‐G	  	  	  	  	  	  45.966	  	  ;	  1603	  
RLG6-­‐38.136.626-­‐T	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1592	  
RLG6-­‐38.566.953-­‐A	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1599	  
RLG6-­‐38.110.158-­‐C	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1591	  
RLG6-­‐38.299.733-­‐C	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1596	  
RLG6-­‐38.625.107-­‐G	  	  	  	  	  	  47.523	  	  ;	  1600	  
RLG6-­‐38.499.597-­‐G	  	  	  	  	  	  48.758	  	  ;	  1598	  
RLG6-­‐37.892.045-­‐C	  	  	  	  	  	  48.758	  	  ;	  1586	  
RLG6-­‐38.311.365-­‐A	  	  	  	  	  	  49.993	  	  ;	  1597	  
RLG6-­‐38.044.363-­‐A	  	  	  	  	  	  49.993	  	  ;	  1587	  
RLG6-­‐34.618.875-­‐G	  	  	  	  	  	  51.227	  	  ;	  1515	  
RLG6-­‐38.724.462-­‐C	  	  	  	  	  	  51.227	  	  ;	  1605	  
RLG6-­‐38.652.720-­‐T	  	  	  	  	  	  51.227	  	  ;	  1601	  
RLG6-­‐38.299.677-­‐A	  	  	  	  	  	  51.906	  	  ;	  1593	  
RLG6-­‐34.935.874-­‐T	  	  	  	  	  	  52.454	  	  ;	  1517	  
RLG6-­‐38.965.031-­‐G	  	  	  	  	  	  52.476	  	  ;	  1609	  
RLG6-­‐35.268.091-­‐A	  	  	  	  	  	  54.954	  	  ;	  1527	  
RLG6-­‐36.145.572-­‐T	  	  	  	  	  	  55.527	  	  ;	  1554	  
RLG6-­‐36.072.070-­‐T	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1552	  
RLG6-­‐35.262.490-­‐C	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1524	  
RLG6-­‐36.146.204-­‐G	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1556	  
RLG6-­‐36.143.763-­‐C	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1553	  
RLG6-­‐35.533.336-­‐C	  	  	  	  	  	  56.181	  	  ;	  1542	  
RLG6-­‐33.470.061-­‐C	  	  	  	  	  	  57.415	  	  ;	  1505	  
RLG6-­‐31.926.366-­‐G	  	  	  	  	  	  57.415	  	  ;	  1481	  
RLG6-­‐33.728.972-­‐C	  	  	  	  	  	  57.434	  	  ;	  1511	  
RLG6-­‐32.214.252-­‐C	  	  	  	  	  	  57.446	  	  ;	  1488	  
RLG6-­‐33.469.339-­‐G	  	  	  	  	  	  57.464	  	  ;	  1503	  
RLG6-­‐35.866.027-­‐C	  	  	  	  	  	  59.914	  	  ;	  1548	  
RLG6-­‐33.731.152-­‐A	  	  	  	  	  	  59.920	  	  ;	  1512	  
RLG6-­‐35.275.252-­‐C	  	  	  	  	  	  66.436	  	  ;	  1529	  
RLG6-­‐38.108.593-­‐C	  	  	  	  	  	  78.276	  	  ;	  1590	  
RLG6-­‐38.044.414-­‐T	  	  	  	  	  	  79.658	  	  ;	  1588	  
RLG6-­‐37.892.042-­‐C	  	  	  	  	  	  81.234	  	  ;	  1585	  
RLG6-­‐37.782.060-­‐T	  	  	  	  	  	  83.863	  	  ;	  1581	  
RLG6-­‐37.782.106-­‐A	  	  	  	  	  	  83.876	  	  ;	  1583	  
RLG6-­‐37.592.868-­‐C	  	  	  	  	  	  90.025	  	  ;	  1576	  
RLG6-­‐37.635.853-­‐G	  	  	  	  	  	  91.363	  	  ;	  1577	  
RLG6-­‐37.232.945-­‐C	  	  	  	  	  	  92.720	  	  ;	  1566	  
RLG6-­‐37.522.517-­‐C	  	  	  	  	  	  92.720	  	  ;	  1574	  
RLG6-­‐37.420.710-­‐C	  	  	  	  	  	  92.720	  	  ;	  1572	  
RLG6-­‐37.123.163-­‐T	  	  	  	  	  	  93.954	  	  ;	  1563	  
RLG6-­‐39.565.218-­‐G	  	  	  	  	  	  95.189	  	  ;	  1610	  
RLG6-­‐39.720.123-­‐A	  	  	  	  	  	  95.189	  	  ;	  1612	  
RLG6-­‐39.655.551-­‐A	  	  	  	  	  	  96.424	  	  ;	  1611	  
RLG6-­‐39.949.877-­‐C	  	  	  	  	  	  96.424	  	  ;	  1616	  
RLG6-­‐39.901.104-­‐G	  	  	  	  	  	  97.658	  	  ;	  1614	  
RLG6-­‐37.118.330-­‐A	  	  	  	  	  100.159	  	  ;	  1562	  
RLG6-­‐37.132.617-­‐G	  	  	  	  	  100.159	  	  ;	  1565	  
RLG6-­‐37.459.530-­‐G	  	  	  	  	  101.394	  	  ;	  1573	  
RLG6-­‐37.349.346-­‐G	  	  	  	  	  101.394	  	  ;	  1568	  
RLG6-­‐37.349.431-­‐G	  	  	  	  	  104.135	  	  ;	  1569	  
	   	  
	  206	  
PJ/RLG6-­‐3a	   PJ/RLG6-­‐3b	  
;	  Sat,	  5	  Apr	  2014,	  22:42:43	  
;	  nloc=34	  
	  
group	  2	  
RLG6-­‐01.766.275-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1182	  
RLG6-­‐03.647.797-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.507	  	  ;	  1198	  
RLG6-­‐03.951.871-­‐T	  	  	  	  	  	  	  2.507	  	  ;	  1206	  
RLG6-­‐03.666.171-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.507	  	  ;	  1200	  
RLG6-­‐00.293.677-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.507	  	  ;	  1175	  
RLG6-­‐04.759.678-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.007	  	  ;	  1216	  
RLG6-­‐04.759.781-­‐G	  	  	  	  	  	  	  6.242	  	  ;	  1219	  
RLG6-­‐08.070.972-­‐A	  	  	  	  	  	  10.851	  	  ;	  1256	  
RLG6-­‐17.093.434-­‐C	  	  	  	  	  	  13.854	  	  ;	  1364	  
RLG6-­‐16.145.347-­‐G	  	  	  	  	  	  15.088	  	  ;	  1352	  
RLG6-­‐16.090.329-­‐T	  	  	  	  	  	  15.088	  	  ;	  1350	  
RLG6-­‐09.189.322-­‐C	  	  	  	  	  	  16.323	  	  ;	  1266	  
RLG6-­‐09.116.655-­‐T	  	  	  	  	  	  16.323	  	  ;	  1265	  
RLG6-­‐09.081.405-­‐A	  	  	  	  	  	  16.323	  	  ;	  1263	  
RLG6-­‐12.000.422-­‐G	  	  	  	  	  	  22.843	  	  ;	  1305	  
RLG6-­‐15.969.149-­‐G	  	  	  	  	  	  32.005	  	  ;	  1348	  
RLG6-­‐09.514.187-­‐A	  	  	  	  	  	  33.695	  	  ;	  1272	  
RLG6-­‐17.330.548-­‐T	  	  	  	  	  	  40.957	  	  ;	  1365	  
RLG6-­‐11.251.895-­‐C	  	  	  	  	  	  45.295	  	  ;	  1297	  
RLG6-­‐11.251.909-­‐C	  	  	  	  	  	  45.295	  	  ;	  1298	  
RLG6-­‐29.052.717-­‐T	  	  	  	  	  	  52.957	  	  ;	  1438	  
RLG6-­‐13.479.103-­‐C	  	  	  	  	  	  54.430	  	  ;	  1322	  
RLG6-­‐13.268.001-­‐T	  	  	  	  	  	  54.515	  	  ;	  1321	  
RLG6-­‐20.217.844-­‐G	  	  	  	  	  	  58.545	  	  ;	  1377	  
RLG6-­‐01.654.652-­‐C	  	  	  	  	  	  75.911	  	  ;	  1179	  
RLG6-­‐18.828.059-­‐T	  	  	  	  	  	  92.379	  	  ;	  1372	  
RLG6-­‐22.648.883-­‐G	  	  	  	  	  	  97.134	  	  ;	  1389	  
RLG6-­‐18.260.808-­‐G	  	  	  	  	  	  97.134	  	  ;	  1367	  
RLG6-­‐25.789.309-­‐C	  	  	  	  	  102.270	  	  ;	  1410	  
RLG6-­‐24.916.085-­‐A	  	  	  	  	  103.680	  	  ;	  1403	  
RLG6-­‐29.894.479-­‐A	  	  	  	  	  112.909	  	  ;	  1466	  
RLG6-­‐35.423.309-­‐C	  	  	  	  	  121.881	  	  ;	  1539	  
RLG6-­‐35.268.033-­‐C	  	  	  	  	  123.552	  	  ;	  1526	  
RLG6-­‐33.602.928-­‐A	  	  	  	  	  124.918	  	  ;	  1508	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  17:14:44	  
;	  nloc=42	  
	  
group	  2	  
RLG6-­‐18.828.059-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1372	  
RLG6-­‐24.602.871-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.758	  	  ;	  1401	  
RLG6-­‐25.791.630-­‐A	  	  	  	  	  	  	  8.310	  	  ;	  1412	  
RLG6-­‐24.916.085-­‐A	  	  	  	  	  	  	  8.310	  	  ;	  1403	  
RLG6-­‐24.955.292-­‐G	  	  	  	  	  	  	  9.545	  	  ;	  1404	  
RLG6-­‐25.789.309-­‐C	  	  	  	  	  	  	  9.545	  	  ;	  1410	  
RLG6-­‐25.746.334-­‐C	  	  	  	  	  	  11.011	  	  ;	  1408	  
RLG6-­‐28.962.684-­‐A	  	  	  	  	  	  17.257	  	  ;	  1436	  
RLG6-­‐26.943.285-­‐C	  	  	  	  	  	  21.060	  	  ;	  1417	  
RLG6-­‐29.519.326-­‐C	  	  	  	  	  	  23.567	  	  ;	  1453	  
RLG6-­‐27.239.449-­‐C	  	  	  	  	  	  24.805	  	  ;	  1422	  
RLG6-­‐29.894.479-­‐A	  	  	  	  	  	  24.805	  	  ;	  1466	  
RLG6-­‐28.443.694-­‐G	  	  	  	  	  	  26.039	  	  ;	  1435	  
RLG6-­‐12.982.888-­‐T	  	  	  	  	  	  29.845	  	  ;	  1319	  
RLG6-­‐29.689.006-­‐C	  	  	  	  	  	  32.352	  	  ;	  1457	  
RLG6-­‐29.211.757-­‐T	  	  	  	  	  	  37.128	  	  ;	  1447	  
RLG6-­‐30.595.764-­‐C	  	  	  	  	  	  38.701	  	  ;	  1470	  
RLG6-­‐27.616.107-­‐G	  	  	  	  	  	  39.939	  	  ;	  1428	  
RLG6-­‐31.173.528-­‐C	  	  	  	  	  	  41.180	  	  ;	  1478	  
RLG6-­‐33.302.049-­‐C	  	  	  	  	  	  42.415	  	  ;	  1501	  
RLG6-­‐33.111.555-­‐G	  	  	  	  	  	  44.925	  	  ;	  1497	  
RLG6-­‐33.371.886-­‐A	  	  	  	  	  	  46.175	  	  ;	  1502	  
RLG6-­‐32.486.994-­‐A	  	  	  	  	  	  48.679	  	  ;	  1490	  
RLG6-­‐32.206.047-­‐A	  	  	  	  	  	  49.913	  	  ;	  1486	  
RLG6-­‐33.728.941-­‐C	  	  	  	  	  	  52.401	  	  ;	  1510	  
RLG6-­‐35.274.330-­‐T	  	  	  	  	  	  52.413	  	  ;	  1528	  
RLG6-­‐34.486.217-­‐G	  	  	  	  	  	  54.917	  	  ;	  1514	  
RLG6-­‐38.659.508-­‐T	  	  	  	  	  	  56.155	  	  ;	  1604	  
RLG6-­‐35.423.309-­‐C	  	  	  	  	  	  56.155	  	  ;	  1539	  
RLG6-­‐35.267.974-­‐T	  	  	  	  	  	  57.389	  	  ;	  1525	  
RLG6-­‐35.268.033-­‐C	  	  	  	  	  	  57.389	  	  ;	  1526	  
RLG6-­‐35.318.186-­‐G	  	  	  	  	  	  58.624	  	  ;	  1530	  
RLG6-­‐35.262.475-­‐A	  	  	  	  	  	  58.642	  	  ;	  1523	  
RLG6-­‐35.144.100-­‐T	  	  	  	  	  	  61.124	  	  ;	  1521	  
RLG6-­‐33.515.633-­‐C	  	  	  	  	  	  63.624	  	  ;	  1507	  
RLG6-­‐35.144.032-­‐T	  	  	  	  	  	  66.125	  	  ;	  1520	  
RLG6-­‐33.602.928-­‐A	  	  	  	  	  	  66.125	  	  ;	  1508	  
RLG6-­‐37.328.272-­‐T	  	  	  	  	  	  76.978	  	  ;	  1567	  
RLG6-­‐37.592.853-­‐C	  	  	  	  	  	  77.002	  	  ;	  1575	  
RLG6-­‐37.820.362-­‐C	  	  	  	  	  	  79.477	  	  ;	  1584	  
RLG6-­‐37.123.173-­‐G	  	  	  	  	  	  84.623	  	  ;	  1564	  
RLG6-­‐39.949.873-­‐T	  	  	  	  	  	  92.987	  	  ;	  1615	  
	  	   	  
	  207	  
PJ/RLG6-­‐4	   PJ/RLG6-­‐5	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  16:34:37	  
;	  ngrp=1,	  nloc=22	  
	  
group	  3	  
RLG6-­‐02.285.154-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1189	  
RLG6-­‐01.448.712-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.510	  	  ;	  1178	  
RLG6-­‐02.520.057-­‐C	  	  	  	  	  	  11.649	  	  ;	  1192	  
RLG6-­‐03.092.231-­‐C	  	  	  	  	  	  14.153	  	  ;	  1196	  
RLG6-­‐02.705.741-­‐T	  	  	  	  	  	  15.390	  	  ;	  1193	  
RLG6-­‐03.666.270-­‐T	  	  	  	  	  	  15.390	  	  ;	  1201	  
RLG6-­‐05.351.136-­‐A	  	  	  	  	  	  17.283	  	  ;	  1227	  
RLG6-­‐04.526.976-­‐C	  	  	  	  	  	  19.118	  	  ;	  1211	  
RLG6-­‐04.657.987-­‐G	  	  	  	  	  	  19.118	  	  ;	  1215	  
RLG6-­‐04.455.226-­‐T	  	  	  	  	  	  21.570	  	  ;	  1210	  
RLG6-­‐06.025.887-­‐C	  	  	  	  	  	  21.616	  	  ;	  1232	  
RLG6-­‐04.855.343-­‐T	  	  	  	  	  	  24.100	  	  ;	  1221	  
RLG6-­‐06.285.795-­‐C	  	  	  	  	  	  24.122	  	  ;	  1234	  
RLG6-­‐05.022.297-­‐T	  	  	  	  	  	  24.729	  	  ;	  1224	  
RLG6-­‐06.387.252-­‐A	  	  	  	  	  	  25.349	  	  ;	  1237	  
RLG6-­‐06.582.165-­‐C	  	  	  	  	  	  26.590	  	  ;	  1243	  
RLG6-­‐06.745.263-­‐T	  	  	  	  	  	  27.830	  	  ;	  1248	  
RLG6-­‐07.133.609-­‐A	  	  	  	  	  	  29.065	  	  ;	  1250	  
RLG6-­‐07.133.562-­‐A	  	  	  	  	  	  29.065	  	  ;	  1249	  
RLG6-­‐06.552.365-­‐G	  	  	  	  	  	  35.571	  	  ;	  1242	  
RLG6-­‐06.552.323-­‐T	  	  	  	  	  	  36.809	  	  ;	  1240	  
RLG6-­‐06.552.354-­‐C	  	  	  	  	  	  36.809	  	  ;	  1241	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  14:54:46	  
;	  nloc=12	  
	  
group	  4	  
RLG6-­‐01.779.949-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1186	  
RLG6-­‐01.765.780-­‐A	  	  	  	  	  	  	  7.396	  	  ;	  1181	  
RLG6-­‐01.779.932-­‐C	  	  	  	  	  	  10.822	  	  ;	  1184	  
RLG6-­‐01.416.851-­‐G	  	  	  	  	  	  14.238	  	  ;	  1177	  
RLG6-­‐01.779.828-­‐A	  	  	  	  	  	  15.890	  	  ;	  1183	  
RLG6-­‐01.254.357-­‐G	  	  	  	  	  	  18.403	  	  ;	  1176	  
RLG6-­‐01.935.943-­‐C	  	  	  	  	  	  20.929	  	  ;	  1188	  
RLG6-­‐02.816.302-­‐A	  	  	  	  	  	  22.752	  	  ;	  1194	  
RLG6-­‐04.025.924-­‐G	  	  	  	  	  	  28.400	  	  ;	  1207	  
RLG6-­‐03.729.120-­‐T	  	  	  	  	  	  30.712	  	  ;	  1203	  
RLG6-­‐05.706.796-­‐C	  	  	  	  	  	  32.513	  	  ;	  1228	  
RLG6-­‐10.045.662-­‐T	  	  	  	  	  	  34.199	  	  ;	  1279	  
PJ/RLG6-­‐6	   	  
;	  Sat,	  5	  Apr	  2014,	  23:02:46	  
;	  nloc=12	  
	  
group	  1	  
RLG6-­‐01.779.949-­‐C	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1186	  
RLG6-­‐01.254.357-­‐G	  	  	  	  	  	  	  5.380	  	  ;	  1176	  
RLG6-­‐01.935.943-­‐C	  	  	  	  	  	  	  7.938	  	  ;	  1188	  
RLG6-­‐01.416.851-­‐G	  	  	  	  	  	  12.660	  	  ;	  1177	  
RLG6-­‐01.779.932-­‐C	  	  	  	  	  	  15.715	  	  ;	  1184	  
RLG6-­‐01.779.828-­‐A	  	  	  	  	  	  18.219	  	  ;	  1183	  
RLG6-­‐01.765.780-­‐A	  	  	  	  	  	  19.460	  	  ;	  1181	  
RLG6-­‐02.816.302-­‐A	  	  	  	  	  	  23.802	  	  ;	  1194	  
RLG6-­‐04.025.924-­‐G	  	  	  	  	  	  28.210	  	  ;	  1207	  
RLG6-­‐03.729.120-­‐T	  	  	  	  	  	  30.467	  	  ;	  1203	  
RLG6-­‐05.706.796-­‐C	  	  	  	  	  	  32.296	  	  ;	  1228	  
RLG6-­‐10.045.662-­‐T	  	  	  	  	  	  33.983	  	  ;	  1279	  
	  
	   	  
	  208	  
PJ/RLG7-­‐1	   PJ/RLG7-­‐2	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  21:01:11	  
;	  ngrp=1,	  nloc=38	  
	  
group	  1	  
RLG7-­‐00.157.295-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1623	  
RLG7-­‐01.967.577-­‐T	  	  	  	  	  	  21.133	  	  ;	  1649	  
RLG7-­‐02.907.627-­‐C	  	  	  	  	  	  55.553	  	  ;	  1662	  
RLG7-­‐02.990.796-­‐T	  	  	  	  	  	  58.282	  	  ;	  1663	  
RLG7-­‐03.084.276-­‐G	  	  	  	  	  	  62.081	  	  ;	  1665	  
RLG7-­‐03.157.440-­‐C	  	  	  	  	  	  63.316	  	  ;	  1666	  
RLG7-­‐04.682.194-­‐G	  	  	  	  	  	  68.152	  	  ;	  1671	  
RLG7-­‐04.466.692-­‐T	  	  	  	  	  	  68.738	  	  ;	  1670	  
RLG7-­‐03.778.728-­‐T	  	  	  	  	  	  73.537	  	  ;	  1668	  
RLG7-­‐03.769.339-­‐C	  	  	  	  	  	  73.537	  	  ;	  1667	  
RLG7-­‐05.614.753-­‐T	  	  	  	  	  	  77.336	  	  ;	  1676	  
RLG7-­‐05.614.719-­‐A	  	  	  	  	  	  77.336	  	  ;	  1675	  
RLG7-­‐05.299.018-­‐C	  	  	  	  	  	  80.707	  	  ;	  1673	  
RLG7-­‐05.264.085-­‐A	  	  	  	  	  	  82.359	  	  ;	  1672	  
RLG7-­‐05.903.365-­‐G	  	  	  	  	  	  84.859	  	  ;	  1678	  
RLG7-­‐06.802.691-­‐A	  	  	  	  	  	  86.094	  	  ;	  1684	  
RLG7-­‐06.713.431-­‐A	  	  	  	  	  	  86.094	  	  ;	  1683	  
RLG7-­‐06.196.141-­‐C	  	  	  	  	  	  87.328	  	  ;	  1681	  
RLG7-­‐06.701.756-­‐A	  	  	  	  	  	  88.563	  	  ;	  1682	  
RLG7-­‐06.020.061-­‐G	  	  	  	  	  	  91.923	  	  ;	  1680	  
RLG7-­‐05.783.359-­‐C	  	  	  	  	  	  93.579	  	  ;	  1677	  
RLG7-­‐07.814.031-­‐A	  	  	  	  	  	  99.549	  	  ;	  1696	  
RLG7-­‐10.158.176-­‐G	  	  	  	  	  116.051	  	  ;	  1716	  
RLG7-­‐10.056.600-­‐C	  	  	  	  	  116.051	  	  ;	  1715	  
RLG7-­‐09.777.468-­‐C	  	  	  	  	  118.551	  	  ;	  1713	  
RLG7-­‐09.745.898-­‐C	  	  	  	  	  123.684	  	  ;	  1712	  
RLG7-­‐10.465.771-­‐T	  	  	  	  	  124.919	  	  ;	  1718	  
RLG7-­‐11.841.672-­‐T	  	  	  	  	  127.426	  	  ;	  1733	  
RLG7-­‐10.441.558-­‐A	  	  	  	  	  128.660	  	  ;	  1717	  
RLG7-­‐11.132.942-­‐T	  	  	  	  	  129.901	  	  ;	  1724	  
RLG7-­‐11.132.963-­‐G	  	  	  	  	  129.901	  	  ;	  1725	  
RLG7-­‐10.476.209-­‐T	  	  	  	  	  131.582	  	  ;	  1720	  
RLG7-­‐14.077.905-­‐T	  	  	  	  	  140.452	  	  ;	  1749	  
RLG7-­‐14.055.334-­‐T	  	  	  	  	  140.452	  	  ;	  1746	  
RLG7-­‐13.923.553-­‐A	  	  	  	  	  140.452	  	  ;	  1743	  
RLG7-­‐14.542.380-­‐G	  	  	  	  	  148.367	  	  ;	  1757	  
RLG7-­‐14.509.823-­‐A	  	  	  	  	  149.689	  	  ;	  1754	  
RLG7-­‐14.509.760-­‐T	  	  	  	  	  150.986	  	  ;	  1753	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  21:03:53	  
;	  nloc=30	  
	  
group	  2	  
RLG7-­‐02.391.645-­‐T	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1656	  
RLG7-­‐02.403.282-­‐G	  	  	  	  	  	  	  1.545	  	  ;	  1659	  
RLG7-­‐02.403.330-­‐C	  	  	  	  	  	  	  4.045	  	  ;	  1661	  
RLG7-­‐02.289.349-­‐T	  	  	  	  	  	  	  5.280	  	  ;	  1655	  
RLG7-­‐02.391.683-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.341	  	  ;	  1657	  
RLG7-­‐00.831.523-­‐A	  	  	  	  	  	  	  9.081	  	  ;	  1633	  
RLG7-­‐00.488.196-­‐C	  	  	  	  	  	  10.372	  	  ;	  1628	  
RLG7-­‐00.642.422-­‐A	  	  	  	  	  	  11.576	  	  ;	  1632	  
RLG7-­‐00.412.613-­‐T	  	  	  	  	  	  11.576	  	  ;	  1626	  
RLG7-­‐00.412.629-­‐T	  	  	  	  	  	  12.810	  	  ;	  1627	  
RLG7-­‐00.551.645-­‐T	  	  	  	  	  	  12.810	  	  ;	  1629	  
RLG7-­‐00.613.888-­‐C	  	  	  	  	  	  14.437	  	  ;	  1631	  
RLG7-­‐01.811.517-­‐C	  	  	  	  	  	  17.696	  	  ;	  1647	  
RLG7-­‐00.862.567-­‐G	  	  	  	  	  	  19.336	  	  ;	  1637	  
RLG7-­‐02.033.159-­‐C	  	  	  	  	  	  22.081	  	  ;	  1652	  
RLG7-­‐08.040.868-­‐G	  	  	  	  	  	  46.145	  	  ;	  1702	  
RLG7-­‐07.836.921-­‐A	  	  	  	  	  	  49.944	  	  ;	  1700	  
RLG7-­‐07.836.969-­‐C	  	  	  	  	  	  49.944	  	  ;	  1701	  
RLG7-­‐07.810.074-­‐T	  	  	  	  	  	  49.944	  	  ;	  1695	  
RLG7-­‐07.828.879-­‐A	  	  	  	  	  	  53.760	  	  ;	  1697	  
RLG7-­‐07.828.926-­‐T	  	  	  	  	  	  57.124	  	  ;	  1699	  
RLG7-­‐07.828.904-­‐C	  	  	  	  	  	  58.801	  	  ;	  1698	  
RLG7-­‐07.739.074-­‐T	  	  	  	  	  	  64.242	  	  ;	  1691	  
RLG7-­‐09.669.686-­‐C	  	  	  	  	  	  90.686	  	  ;	  1710	  
RLG7-­‐09.709.989-­‐A	  	  	  	  	  	  91.930	  	  ;	  1711	  
RLG7-­‐11.960.025-­‐C	  	  	  	  	  	  97.688	  	  ;	  1736	  
RLG7-­‐11.251.089-­‐C	  	  	  	  	  109.865	  	  ;	  1728	  
RLG7-­‐14.555.177-­‐A	  	  	  	  	  119.524	  	  ;	  1758	  
RLG7-­‐14.526.560-­‐C	  	  	  	  	  121.007	  	  ;	  1755	  
RLG7-­‐14.526.561-­‐T	  	  	  	  	  122.395	  	  ;	  1756	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PJ/RLG7-­‐3	   PJ/RLG7-­‐4	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  20:37:52	  
;	  nloc=14	  
	  
group	  3	  
RLG7-­‐08.242.328-­‐A	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1703	  
RLG7-­‐08.651.828-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1705	  
RLG7-­‐08.612.821-­‐T	  	  	  	  	  	  	  1.238	  	  ;	  1704	  
RLG7-­‐07.285.012-­‐A	  	  	  	  	  	  	  2.476	  	  ;	  1686	  
RLG7-­‐07.711.880-­‐C	  	  	  	  	  	  	  3.710	  	  ;	  1689	  
RLG7-­‐07.317.703-­‐A	  	  	  	  	  	  	  3.710	  	  ;	  1687	  
RLG7-­‐07.285.001-­‐T	  	  	  	  	  	  	  3.710	  	  ;	  1685	  
RLG7-­‐07.465.097-­‐T	  	  	  	  	  	  	  4.945	  	  ;	  1688	  
RLG7-­‐07.739.470-­‐C	  	  	  	  	  	  	  6.198	  	  ;	  1692	  
RLG7-­‐09.861.813-­‐T	  	  	  	  	  	  25.334	  	  ;	  1714	  
RLG7-­‐11.841.614-­‐T	  	  	  	  	  	  30.514	  	  ;	  1732	  
RLG7-­‐11.884.613-­‐G	  	  	  	  	  	  34.398	  	  ;	  1735	  
RLG7-­‐11.132.980-­‐C	  	  	  	  	  	  36.941	  	  ;	  1726	  
RLG7-­‐13.884.537-­‐G	  	  	  	  	  	  39.711	  	  ;	  1742	  
;	  Wed,	  26	  Mar	  2014,	  18:23:56	  
;	  nloc=14	  
	  
group	  4	  
RLG7-­‐02.403.319-­‐G	  	  	  	  	  	  	  0.000	  	  ;	  1660	  
RLG7-­‐01.967.603-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.472	  	  ;	  1650	  
RLG7-­‐02.001.750-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.496	  	  ;	  1651	  
RLG7-­‐02.035.645-­‐C	  	  	  	  	  	  	  2.499	  	  ;	  1653	  
RLG7-­‐01.967.568-­‐G	  	  	  	  	  	  	  2.499	  	  ;	  1648	  
RLG7-­‐01.556.780-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.000	  	  ;	  1646	  
RLG7-­‐01.395.032-­‐C	  	  	  	  	  	  	  5.000	  	  ;	  1641	  
RLG7-­‐00.551.646-­‐A	  	  	  	  	  	  	  5.000	  	  ;	  1630	  
RLG7-­‐01.405.136-­‐T	  	  	  	  	  	  	  6.234	  	  ;	  1644	  
RLG7-­‐01.405.177-­‐A	  	  	  	  	  	  	  6.234	  	  ;	  1645	  
RLG7-­‐01.405.133-­‐C	  	  	  	  	  	  	  7.469	  	  ;	  1643	  
RLG7-­‐00.282.598-­‐T	  	  	  	  	  	  	  8.704	  	  ;	  1625	  
RLG7-­‐00.047.496-­‐C	  	  	  	  	  	  	  8.704	  	  ;	  1620	  
RLG7-­‐00.274.288-­‐G	  	  	  	  	  	  	  8.704	  	  ;	  1624	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Appendix	  C	   	  The	  following	  graphs	  display	  the	  results	  from	  our	  initial	  attempts	  to	  map	  QTLs	  for	  the	  thornless	  locus	  S	  in	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  The	  graphs	  are	  provided	  for	  documentation	  purposes.	  	  The	  reason	  for	  the	  failure	  of	  MapQTL®	  to	  interval	  map	  the	  phenotypic	  traits	  remains	  unknown,	  and	  in	  need	  of	  further	  research.	  The	  graphs	  may	  be	  interpreted	  in	  the	  following	  manner.	  	  A	  graph	  is	  provided	  for	  each	  linkage	  group	  in	  ‘Prime-­‐Jim’.	  	  These	  are	  labeled	  following	  the	  convention	  established	  in	  Appendix	  A.	  	  The	  x-­‐axis	  represents	  the	  distance	  in	  cM	  along	  each	  linkage	  map.	  	  The	  y-­‐axis	  on	  the	  left	  is	  the	  likelihood	  of	  odds	  score	  (LOD).	  	  The	  y-­‐axis	  on	  the	  right	  is	  the	  percentage	  of	  the	  trait	  expression	  value	  accounted	  for	  within	  the	  region	  mapped.	  Although	  no	  linkage	  group	  identified	  has	  a	  potential	  QTL	  with	  a	  LOD	  score	  greater	  than	  three,	  RLG4	  has	  a	  peak	  at	  the	  end,	  in	  the	  region	  where	  Castro	  et	  al.	  (2013)	  mapped	  the	  thornless	  locus.	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Appendix	  D	   	  The	  following	  graphs	  display	  the	  results	  from	  our	  initial	  attempts	  to	  map	  QTLs	  for	  the	  primocane-­‐fruiting	  locus	  F	  in	  ‘Chester’.	  	  No	  linkage	  group	  has	  a	  LOD	  score	  greater	  than	  2.0,	  and	  like	  the	  case	  with	  the	  QTL	  mapping	  attempt	  reported	  in	  Appendix	  C,	  the	  cause	  of	  this	  is	  under	  investigation.	  The	  graphs	  may	  be	  interpreted	  in	  the	  same	  manner	  as	  in	  Appendix	  C,	  though	  in	  these	  the	  percentage	  explanation	  value	  was	  not	  displayed.	  	  A	  graph	  is	  provided	  for	  each	  linkage	  group	  in	  ‘Chester’.	  	  These	  are	  labeled	  following	  the	  convention	  established	  in	  Appendix	  A.	  	  The	  x-­‐axis	  represents	  the	  distance	  in	  cM	  along	  each	  linkage	  map.	  	  The	  y-­‐axis	  on	  the	  left	  is	  the	  likelihood	  of	  odds	  score	  (LOD).	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Appendix	  E	   	  The	  following	  strip	  plots	  represent	  the	  distribution	  of	  unexpected	  genotypes	  across	  the	  seven	  raspberry	  linkage	  groups	  on	  a	  per	  accession	  basis.	  	  The	  term	  “unexpected”	  should	  be	  taken	  to	  mean	  any	  genotype	  containing	  an	  allele	  dosage	  not	  possible	  under	  random	  chromosomal	  assortment,	  or	  a	  genotype	  containing	  an	  allele	  not	  present	  in	  either	  parent	  at	  that	  locus.	  	  The	  majority	  of	  these	  are	  likely	  genotypes	  which	  have	  inherited	  a	  double	  reduction	  gamete	  (Table	  3.7).	  The	  strip	  charts	  are	  the	  result	  of	  plotting	  the	  location	  of	  each	  unexpected	  genotype	  encountered	  in	  an	  accession	  per	  linkage	  group.	  	  The	  accessions	  are	  ordered	  numerically.	  	  Each	  point	  plotted	  represents	  a	  single	  unexpected	  genotype,	  though	  given	  the	  resolution	  of	  these	  maps	  it	  is	  possible	  more	  than	  one	  point	  in	  the	  same	  vicinity	  is	  stacked	  upon	  its	  nearest	  neighbor.	  Note	  that	  the	  reference	  positions	  are	  inverted	  from	  the	  other	  reference-­‐based	  maps	  printed	  in	  this	  document.	  	  The	  first	  position	  in	  the	  reference	  is	  at	  the	  bottom	  of	  the	  chart,	  but	  always	  appears	  at	  the	  top	  of	  a	  map.	  	  Thus	  when	  comparing	  these	  charts	  with	  maps	  using	  the	  raspberry	  reference	  directly	  (not	  the	  linkage	  maps!)	  remember	  that	  these	  charts	  are	  “upside-­‐down”.	  Data	  from	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  and	  simplex	  ×	  simplex	  crosses	  only	  were	  plotted	  here.	  	  To	  see	  the	  plotted	  data	  for	  all	  genotypes,	  see	  Appendix	  F.	  	  For	  a	  discussion	  of	  the	  features	  observed	  in	  these	  strip	  charts	  –	  the	  horizontal	  rows	  of	  points	  or	  the	  vertical	  columns	  of	  points	  –	  see	  Section	  3.4.3.	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Appendix	  F	   	  As	  in	  Appendix	  E,	  the	  following	  strip	  charts	  are	  the	  result	  of	  plotting	  the	  location	  of	  each	  unexpected	  genotype	  encountered	  in	  a	  linkage	  group	  by	  its	  accession	  number.	  	  The	  accessions	  are	  ordered	  numerically.	  	  Each	  point	  plotted	  represents	  a	  single	  unexpected	  genotype,	  though	  given	  the	  resolution	  of	  these	  maps	  it	  is	  possible	  more	  than	  one	  point	  is	  stacked	  upon	  its	  nearest	  neighbor.	  By	  “unexpected	  genotype”	  we	  mean	  a	  genotype	  that	  is	  not	  an	  expected	  product	  under	  tetrasomic,	  RCSA	  inheritance	  given	  the	  genotypes	  of	  the	  parents.	  	  This	  includes	  double	  reduction	  products	  and	  genotypes	  containing	  alternate	  alleles	  not	  observed	  in	  either	  parent.	  Note	  that	  the	  reference	  positions	  are	  inverted	  from	  the	  other	  reference-­‐based	  maps	  printed	  in	  this	  document.	  	  The	  first	  position	  in	  the	  reference	  is	  at	  the	  bottom	  of	  the	  chart,	  but	  always	  appears	  at	  the	  top	  of	  a	  map.	  	  Thus	  when	  comparing	  these	  charts	  with	  maps	  using	  the	  raspberry	  reference	  directly	  (not	  the	  linkage	  maps!)	  remember	  that	  these	  charts	  are	  “upside-­‐down”.	  In	  this	  set	  of	  plots,	  any	  genotypic	  combination	  between	  the	  parents	  was	  allowed,	  including	  duplex	  ×	  duplex,	  simplex	  ×	  triplex,	  etc.	  	  For	  the	  plots	  of	  the	  simplex	  ×	  nulliplex,	  nulliplex	  ×	  simplex,	  and	  simplex	  ×	  simplex	  data,	  see	  Appendix	  E.	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RLG1 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
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Po
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 (b
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RLG2 − All Loci (UIUA−009 − UIUA−322)
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Po
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ion
 (b
p)
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RLG2 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
Accession #
Po
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 (b
p)
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RLG3 − All Loci (UIUA−009 − UIUA−322)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
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RLG3 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
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RLG4 − All Loci (UIUA−009 − UIUA−322)
Accession #
Po
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ion
 (b
p)
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RLG4 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
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RLG5 − All Loci (UIUA−009 − UIUA−322)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
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RLG5 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
	  248	  
UI
UA
−0
09
UI
UA
−0
16
UI
UA
−0
27
UI
UA
−0
38
UI
UA
−0
49
UI
UA
−0
58
UI
UA
−0
60
UI
UA
−0
61
UI
UA
−0
62
UI
UA
−0
70
UI
UA
−0
71
UI
UA
−0
75
UI
UA
−0
84
UI
UA
−0
85
UI
UA
−0
88
UI
UA
−0
89
UI
UA
−0
97
UI
UA
−1
04
UI
UA
−1
05
UI
UA
−1
08
UI
UA
−1
10
UI
UA
−1
15
UI
UA
−1
24
UI
UA
−1
29
UI
UA
−1
58
UI
UA
−1
63
UI
UA
−1
70
UI
UA
−1
83
UI
UA
−1
93
UI
UA
−1
96
UI
UA
−1
99
UI
UA
−2
08
UI
UA
−2
43
UI
UA
−2
54
UI
UA
−2
63
UI
UA
−2
71
UI
UA
−2
83
UI
UA
−2
88
UI
UA
−2
91
UI
UA
−3
08
UI
UA
−3
20
UI
UA
−3
22
0
10
00
00
00
20
00
00
00
30
00
00
00
40
00
00
00
RLG6 − All Loci (UIUA−009 − UIUA−322)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
	  249	  
UI
UA
−3
24
UI
UA
−3
47
UI
UA
−3
60
UI
UA
−3
66
UI
UA
−3
81
UI
UA
−4
14
UI
UA
−4
21
UI
UA
−4
22
UI
UA
−4
27
UI
UA
−4
29
UI
UA
−4
57
UI
UA
−4
62
UI
UA
−4
66
UI
UA
−4
95
UI
UA
−4
98
UI
UA
−5
11
UI
UA
−5
12
UI
UA
−5
21
UI
UA
−5
27
UI
UA
−5
44
UI
UA
−5
50
UI
UA
−5
55
UI
UA
−5
61
UI
UA
−5
79
UI
UA
−6
00
UI
UA
−6
04
UI
UA
−6
09
UI
UA
−6
17
UI
UA
−6
23
UI
UA
−6
34
UI
UA
−6
43
UI
UA
−6
55
UI
UA
−6
62
UI
UA
−6
64
UI
UA
−6
86
UI
UA
−6
90
UI
UA
−7
02
UI
UA
−7
18
UI
UA
−7
26
UI
UA
−7
47
0
10
00
00
00
20
00
00
00
30
00
00
00
40
00
00
00
RLG6 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
Accession #
Po
sit
ion
 (b
p)
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RLG7 − All Loci (UIUA−009 − UIUA−322)
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p)
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RLG7 − All Loci (UIUA−324 − UIUA−747)
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 (b
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